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§ 1. Uvod 1

1. UVOD

Glikozilacija je jedna od najce$¢ih posttranslacijskih modifikacija proteina koja moze
uvelike utjecati na njihovu strukturu i funkciju te ima vaznu ulogu u nizu bioloskih procesa,
ukljucujuéi efektorske funkcije, medustaniCne interakcije, prijenos signala 1 stanicnu
imunogenost. Enzimski procesi glikozilacije proteina normalno se odvijaju u
endoplazmatskom retikulumu 1 Golgijevom aparatu, ali se takoder mogu dogoditi u
citoplazmi 1 jezgri. Glikanske strukture su kovalentno povezane s proteinskom okosnicom
preko atoma duSika asparagina ili atoma kisika bo¢nih lanaca serina/treonina, tvore¢i N-
vezane glikane (N-glikani) odnosno O-vezane glikane (O-glikani). Jezgra N-glikana sastoji se
od dva uzastopna N-acetilglukozamina i tri manoze, koje se mogu dalje modificirati
djelovanjem raznih glikoziltransferaza i glikozidaza kako bi se formirali oligomanozni,
kompleksni ili hibridni N-glikani. N-glikozilacija je uobicajena modifikacija membranskih 1
sekretornih proteina, ukljucuju¢i imunoglobuline kao S$to su imunoglobulin G (IgG) te

imunoglobulin A (IgA).'

Imunoglobulini ili protutijela su proteinske molekule koje stvara imunoloski sustav kao
reakciju na ulazak neke strane supstance u organizam (antigena). NajvaZnija i najzastupljenija
protutijela u krvnoj plazmi su IgG, molarne mase oko 150,000 g mol”. IgA druga su
najzastupljenija protutijela u krvi 1 najzastupljenija protutijela u sluznicama gdje pruzaju
pocetnu imunolosku obranu protiv patogena. Obje klase protutijela su gradene od dvaju lakih
(A or k) 1 dvaju teSkih polipeptidnih lanaca (o kod IgA, v kod IgG), medusobno povezanih
disulfidnim mostovima.>® Osnovna monomerna jedinica, zajedni¢ka svim protutijelima,
sastoji se od dva identi¢na antigen-vezujuca fragmenta Fab (engl. Fragment Antigen Binding)
koji vezu antigen i povezani su preko zglobne regije na kristaliziraju¢i fragment Fc (engl.
Fragment Crystallizable), koji posreduje u efektorskim mehanizmima poput stani¢ne
citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (engl. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity,
ADCC) ili citotoksi¢nosti ovisne o komplementu (engl. Complement Dependent Cytotoxicity,
CDC). Za razliku od IgG protutijela koja imaju samo jedno konzervirano N-glikozilacijsko
mjesto u Fc regiji (N297), IgA protutijela imaju pet konzerviranih N-glikozilacijskih mjesta
(N47, N92, N144/N131, N205 i N340/N327) te joS devet potencijalnih O-glikozilacijskih
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§ 1. Uvod 2

mjesta u zglobnoj regiji IgAl potklase. Efektorske funkcije ovise o podklasi protutijela i

sastavu pridruzenih N-glikana.’

Glikozilacija IgG-a je visoko regulirana, kako tijekom homeostaze tako 1 u slucajevima
njezina poremecaja. Uocene su promjene u sastavu 1 strukturi N-glikana tijekom starenja i kod
raznih oboljenja. Poznato je da alternativna glikozilacija modulira efektorske funkcije IgG-a
te je povezana s razvojem i napredovanjem bolesti.” Zbog svojih karakteristika N-glikani IgG-
a posjeduju biomarkerski potencijal.’ IgA je visoko glikoziliran s O- i N-glikanima. Pokazalo
se da sastav 1 struktura ovih glikana variraju medu razli¢itim pojedincima i tkivima, a takoder
se mijenjaju ovisno o patoloskim i fizioloskim stanjima. Glikozilacija IgA kljucna je za
njegovu biolosku funkciju, ukljucuju¢i vezanje bakterija, uklanjanje patogena i

imunoregulaciju. N-glikani neophodni su za normalnu funkciju imunoloskog sustava.’

S obzirom da se oba imunoglobulina nalaze u istom mediju (ljudska krvna plazma), cilj
izradbe ovog diplomskog rada je bio uspostaviti metodu za sekvencijalnu izolaciju IgA 1 IgG
iz istog uzorka ljudske krvne plazme kako bismo sacuvali vrijedne bioloske uzorke. Pritom
smo testirali u¢inkovitost sekvencijalne izolacije s obzirom na redoslijed izolacija pojedinih
proteina (IgG pa IgA, ili obratno IgA pa IgG). Istovremena izolacija oba proteina nije moguca
budu¢i da ¢e se naknadno analizirati ukupni oslobodeni N-glikani pri ¢emu se gubi
informacija o veznom mjestu oslobodenih N-glikana. Za izolaciju oba proteina iz krvne
plazme, koristila se metoda afinitetne kromatografije. Izolacija IgG-a provodila se pomocu
proteina G vezanog na monolitnu ploc¢icu s 96 jaZica, dok su se za izolaciju IgA koristila
CaptureSelect™ IgA afinitetna zrnca. Vezani N-glikani su se potom enzimski odvojili od
izoliranih proteina. Oslobodeni N-glikani fluorescentno su se obiljezili pomoc¢u 4-amino-N-[2-
(dimetilamino)etil|benzamida (prokainamid). U posljednjem koraku pripreme uzoraka,
fluorescentno obiljeZeni N-glikani su se procistili ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi temeljenoj na
hidrofilnim interakcijama. ObiljeZeni 1 pro€iS¢eni N-glikani IgG 1 IgA su se analizirali
pomocu tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti temeljene na hidrofilnih
interakcijama s fluorescencijskom detekcijom (eng. hydrophilic interaction ultra-high

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

HILIC-UHPLC-FLR analiza N-glikana jedna je od najc¢eS¢e koristenih metoda za analizu

glikana pri ¢emu stehiometrijsko pri¢vrS¢ivanje jedne oznake po glikanu omogucuje relativnu

Cristina Maligec Diplomski rad



§ 1. Uvod 3

kvantifikaciju razli¢itih vrsta glikana na temelju fluorescencije, a izravna usporedba uzoraka

sa glikanskim standardima dovodi do preliminarne identifikacije glavnih vrsta glikana.®’
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§ 1. Uvod 4

2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glikomika

Glikomika je podruc¢je proucavanja koje se fokusira na prepoznavanje i razumijevanje
strukture 1 funkcije glikoma, §to se odnosi na kompletan skup oligosaharida ili Secera
(glikana) proizvedenih u odredenoj stanici ili organizmu. Pojam "glycomics" sadrzi rijec
»omics“ Sto znaCi sveobuhvatna analiza bioloskog sustava, koja je uspostavljena da
kategorizira razlicita polja proucavanja u biologiji na temelju njihovog fokusa na specifi¢éne
bioloSke molekule. U ovom slucaju, "glyco-" je izvedeno iz grcke rijeci "glykys", Sto znaci

v 10,11
slatko ili Secer. ™

Podrucje funkcionalne glikomike nastoji odgovoriti na tri sveobuhvatna pitanja: (1) kako
glikani djeluju u stani¢noj komunikaciji; (2) Sto uzrokuje specifi¢nost koja postoji izmedu
proteina i glikana; 1 (3) kako raznolikost 1 mikroheterogenost glikana rezultiraju kao funkcija
biologije u razvoju i bolesti. Vrlo ograni¢en broj monosaharida moZze izgraditi izuzetno
slozene strukture jer, za razliku od DNA, RNA 1 proteina, ugljikohidrati stvaraju granate
strukture. Stovise, proizvodnja glikana je sofisticiran proces koji uklju¢uje vise od 200 enzima
rasporedenih u preciznoj neuniformnoj distribuciji u ravnoteZnom stanju u Golgijevom
aparatu. Glikom igra klju¢nu ulogu u raznim bioloskim procesima, a razumijevanje njegovog
sastava 1 funkcije klju¢no je za razotkrivanje sloZenosti stani¢ne 1 organske biologije.
Primarni cilj glikomike je identificirati gene i druge ¢imbenike koji upravljaju glikozilacijom,

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

Jedan od glavnih izazova u glikomici je potreba za robusnim, osjetljivim i
visokoproto¢nim (engl. High-Throughput, HT) analitickim tehnologijama. Glikomika visoke
proto¢nosti ukljucuje analizu stotina ili tisu¢a glikoma u S§to kra¢em vremenu, Sto zahtijeva
napredne 1 potencijalno automatizirane tehnike. Najsuvremenije tehnologije za
visokoproto¢nu glikomiku ukljucuju razliite analiticke metode kao Sto su spektrometrija
masa, tekucinska kromatografija i1 kapilarna elektroforeza. Ove tehnologije omogucuju
istraziva¢ima karakterizaciju glikoma na razliitim razinama i pruzaju vrijedne informacije o
raznolikosti i1 slozenosti glikanskih struktura te promjenama u glikozilaciji se primjenjuju u

zdravim i bolesnim stanjima. Razumijevanje promjena u obrascima glikozilacije moze imati
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§ 1. Uvod 5

implikacije za dijagnozu bolesti, prognozu i lijeCenje. Istrazivaci koriste glikomiku
visokeprotocnosti za identifikaciju glikanskih biomarkera povezanih s odredenim bolestima i
za dobivanje uvida u temeljne mehanizme patologija povezanih s glikozilacijom. Sve u
svemu, glikomika, a posebno glikomika visokeproto¢nosti, ima klju¢nu ulogu u unapredenju
razumijevanja glikoma i njegovih implikacija na zdravlje i bolest. Integracija najsuvremenijih
tehnologija i metodologija u ovom podru¢ju nastavlja doprinositi znac¢ajnim otkri¢ima i

napretku u biomedicinskim istraZivanjima.'®

2.2. Glikozilacija

Glikozilacija je najraSirenija i najsloZenija kotranslacijska i post-ranslacijska modifikacija
u kojoj enzimi glikoziltransferaze kataliziraju kovalentno vezanje ugljikohidrata na
polinukleotide, polipeptide i lipide. U procesu glikozilacije kao donori Secernih nukleotida
primarno sluze heksoza i1 njezini derivati, uklju¢ujuéi D-glukozu, D-manozu, D-galaktozu,
fukozu, N-acetil-glukozamin 1 galaktozamin, te dodatno ksilozu ili sijalinsku kiselinu. Ovaj
cijeli proces znacajno utjeCe na savijanje proteina, ciljani transport, stani¢nu lokalizaciju i

aktivnost.'?

Glikozilacija se odvija na velikom broju biomolekula, proizvodec¢i razne glikokonjugate
poput glikosfingolipida (eng. Glycosphingolipid, GSL), glikoproteina (engl. Glycoprotein),
proteoglikana, slobodnih oligosaharida (engl. Free Oligosaccharides), glikozaminoglikana
(engl. Glycosaminoglycan, GAG) ili glikozilirane RNA (engl. GlycoRNA) (Slika 1A).
Posljednjih godina doSlo je do znafajnog napretka u analitickim metodama za njihovo
ispitivanje. Ipak visokoproto€ne metode analize glikana trenutno se primjenjuju samo na
glikoproteinima. Glikoproteini se mogu analizirati u netaknutom obliku primjenom metode
"odozgo prema dolje" (engl. Top-down analysis) ili "sredina prema gore" (engl. Middle-up
analysis), koja se koristi za ispitivanje podjedinica (monoklonskih) protutijela. Dodatne
tehnike ukljucuju razgradnju enzimom, koja moZze razgraditi protein u (gliko)peptide ili
odvojiti glikan od njegovog konjugata (proces poznat kao analiza oslobodenih glikana) (Slika

1B)."?
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A. KLASE GLIKANA

Slika 1. (A) Klase glikana, (B) Karakterizacija glikoproteina. (preuzeto i prilagodeno iz ref.
10)

Glikoproteini imaju ulogu u mnogim bioloskim procesima unutar organizma, ukljucujuéi
imunoloski odgovor, prepoznavanje stanica, diferencijaciju, razvoj 1 prijenos signala.
Glikoprotein moZe imati mnogo mjesta glikozilacije (makroheterogenost) i razlicite vrste
glikana na jednom mjestu (mikroheterogenost). Sekvenca i konformacija proteina, dostupnost
prekursora Secera, vremenska 1 prostorna dostupnost, kao i aktivnost glikoziltransferaza 1
glikozidaza, utje€u na to je li glikozilacijsko mjesto proteina nezauzeto, djelomi¢no ili
potpuno zauzeto. Podtipovi glikoproteina klasificirani su kao N-vezani ili O-vezani na temelju
atoma aminokiseline koji povezuje lanac ugljikohidrata."> Glavni tipovi glikozilacije kod ljudi

su N- i O-glikozilacija.

2.2.1. N-glikozilacija

N-glikozilacija je proces koji se odvija u endoplazmatskom retikulumu u kojem se N-
glikani pomocu N-glikozidne veze kovalentno vezu na ostatak asparagina (Asn) polipeptida
pri ¢emu se asparagin nalazi u slijedu aminokiselina Asn-X-Ser (serin)/Thr (treonin) gdje X
moze bili bilo koja aminokiselina osim prolina. N-glikani imaju zajedni¢ku srznu strukturu,
Manaol-6(Manal-3)Manf1-4GlcNacB1-4GlcNacB1, a mogu se klasificirani na sljede¢i nacin:
1) oligomanozni, na ¢iju se srznu strukturu dodaju samo ostaci manoze, 2) kompleksni, u
kojima se na srz nastavljaju antene koje pocinju vezanjem N-acetilglukozamina (GIcNAc) 1

dalje drugih monosaharida poput galaktoze i sijalinske kiseline; te (3) hibridni, u kojima su
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jedan ili dva GlcNAc-a dodana Manal-3 ruci srzi, dok se na Manal-6 ruku srzne strukture
veZu samo manoze (Slika 2a)."*

Glikani su slozeni oligosaharidi koji se sastoje od petnaest ili viSe molekula monosaharida.
Konzervirana pentasaharidna jezgra onih vezanih na IgG sastoji se od tri ostatka manoze i dva
N-acetilglukozamina. Kako bi se dodatno proSirila struktura jezgre mogu se dodati GIcNAc,
srzna fukoza (srzna fukozilacija), racvaju¢i GlcNAc (bisekcija), galaktoza (galaktozilacija) i

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

Glycan Oxford nomenklatura je sustav za oznaCavanje oligosaharida 1 glikana koji pruza
jednostavan i jasan na¢in za prikazivanje njihovih struktura koristeé¢i simbole i boje."> Ovaj
sustav je razvijen kako bi se olakSalo razumijevanje i vizualizacija slozenih struktura glikana,

osobito u poljima kao §to su glikobiologija i biokemija.
Kljuéne znacajke Glycan Oxford nomenklature (Slika 2c):"

1. Simboli i boje: Svaki monosaharid ima specifi¢an simbol i boju, npr. fukoza (F)
prikazuje se crvenim trokutom, galaktoza (G) zutim krugom, glukoza plavim krugom,
manoza (M) zelenim krugom, N-acetil galaktozamin (GN) zutim kvadratom, N-acetil
glukozamin (GIcNAc ili A) plavim kvadratom i sijalinska kiselina (S) ljubiCastim
rombom. Ovi simboli se koriste za predstavljanje monosaharida u lancu oligosaharida,

¢ime se omogucuje brza vizualna identifikacija pojedinih jedinica.

2. Orijentacija veza: Glikozidne veze (veze izmedu monosaharida) prikazane su linijama
koje povezuju simbole. Kut i duljina linijja mogu ukazivati na specifi¢ne konfiguracije

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

3. Kombinacija simbola: Kompleksni glikani predstavljeni su kombinacijom razli¢itih
simbola, koji pokazuju kako su pojedine monosaharidne jedinice medusobno

povezane.
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Slika 2. a) Shematski prikaz N-glikana. N-glikani dolaze u tri varijante: oligomanozni, hibridi
1 kompleksni. Svi eukariotski N-glikani dijele srznu strukturu, Manol-6(Manal-3) Manf1-
4GlcNacPB1-4GlcNac B1-Asn-X-Ser/Thr (preuzeto i prilagodeno iz ref.14), b) Najzastupljenije
strukture N-glikana na ljudskom IgG-u, c¢) Simboli prema Glycan Oxford nomenklaturi.

(preuzeto iz ref. 15)

2.3. Imunoglobulin A

Jedan od pet glavnih imunoglobulina (Ig), imunoglobulin A (IgA), dominantno je
protutijelo imuniteta i kljucno je za odrZzavanje homeostaze sluznice u gastrointestinalnom,
respiratornom i genitourinarnom traktu.'® Buduéi da je drugi najraSireniji oblik

imunoglobulina u tijelu, igra vitalnu funkciju u obrani od antigena.'’

IgA1 1 IgA2, dvije su podklase IgA koje imaju razli€ite funkcije u tijelu. Svaka podklasa
imunoglobulina sastoji se od dva identi¢na teSka lanca (engl. Heavy Chain, HC) i dva
identi¢na laka lanca (engl. Light Chain, LC), koji Cine temeljnu molekularnu jedinicu
imunoglobulina. Na svakom teskom lancu zglobne regije IgA1 postoje dva N-glikozilacijska
mjesta 1 nekoliko O-vezanih glikana. IgA2 nema O-vezane glikane i1 sadrZi kra¢u zglobnu
regiju s Cetiri N- glikozilacijska mjesta po teSkom lancu. Dok se IgA2 uglavnom nalazi u

debelom crijevu, IgAl ¢ini oko 80 % ukupnog IgA i prisutan je na povrSinama sluznice. IgA
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je prisutan u krvi/plazmi u manjim koli¢inama u usporedbi s IgG, ¢ineéi oko 10-15 % ukupnih
serumskih imunoglobulina. Asialoglikoproteinski receptor odgovoran je za uklanjanje IgA iz

krvotoka.'®!"’

HC 1 LC IgA su savijeni u mnoge varijabilne (V) 1 konstantne (C) domene, od kojih je
svaka kodirana razli¢itim egzonom, sli¢no drugim imunoglobulinima. Postoje Cetiri domene u
HC (VH, Cal, Co2 i Ca3, pocevsi od N-terminusa) i dvije u LC (VL i CL, od N-terminusa).
Svaka domena se savija u usporedivu globularnu sekundarnu strukturu koja se naziva
imunoglobulinski nabor. Svaka domena, koja se sastoji od dvije B-plohe sastavljene od
antiparalelnih B-lanaca, obicno se proteze oko 110 aminokiselina i smjestena je oko
stabiliziraju¢e disulfidne veze. Fleksibilna zglobna regija, koja je duza u ljudskom IgA2, ali
raSirenija u ljudskom IgAl, nalazi se izmedu domena Cal 1 Co2 svakog HC. Odsutnost
medulancanih disulfidnih mostova u zglobnoj regiji IgA, za razliku od IgG, vjerojatno
dopusta zglobnim sekvencama, posebno duzima IgA1, da se savijaju neovisno jedna o drugo;j.
bogata prolinom, serinom i treoninom, sadrzi specificnu sekvencu koja je odsutna u IgA2.
Ova se sekvenca sastoji od dva ponavljanja od po osam aminokiselina, naglasavajuci
strukturnu razliku izmedu IgA1l 1 IgA2. Za razliku od IgG, koji ima zglob kodiran posebnim
egzonom 1ili egzonima, ljudski IgA ima zglob kodiran sekvencom smjeStenom na 5' kraju
egzona koji kodira Ca2 domenu. Sli¢no drugim Ig-ima, zglob cijeloj molekuli IgA daje
fleksibilnost, Sto je bitno za djelovanje. Rep od 18 aminokiselina je produzetak koji se nalazi

na C-kraju IgA HC."

Slika 3 prikazuje kako su dva HC 1 dva LC rasporedena u dvije Fab regije, od kojih svaka
ima VH, Cal, VL i CL domene. Ove Fab regije vezu se na antigen i povezane su s jednom Fc
regijom, koja ima dvije Ca2 i dvije Co3 domene, preko zglobne regije. Disulfidne veze
izmedu HC 1 LC u Fab regiji i izmedu dva HC na Co2 domenama, kao i blisko uparivanje
suprotnih domena, VH s VL, Cal s CL i jedna Ca3 domena s drugom, stabiliziraju interakciju
medu lancima. Razne nekovalentne interakcije, uklju¢uju¢i vodikove veze i van der Waalsove

sile, neophodne su da bi doslo do takvog uparivanja izmedu sudjelujuéih domena. "’
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sekretorna
mponenta

Sekretorni lgA1

Dimerni lgA1
Slika 3. Monomerni, dimerni i sekretorni oblici IgA. Domene lakog lanca prikazane su zutom

bojom u IgAl i IgA2, dok su domene teskog lanca prikazane plavom bojom (IgA1) i crvenom
bojom (IgA2). U monomernim verzijama IgA Ca3 domena, repovi su prikazani kao produzeci
C-krajeva. Svijetlo plava boja predstavlja J lanac, koji se nalazi u sekretornom i dimernom
IgAl. Domene sekretorne komponente, prisutne su u sekretornom IgA, prikazane su

naranc¢astom bojom. (preuzeto i prilagodeno iz ref. 19)

Sekretorni IgA (engl. Secretory Immunoglobulin A, SIgA) je primarna obrana od infekcije,
izluGuje se u lumen kako bi se sprije¢io ulazak antigena u cirkulaciju i submukozu." SIgA se
veze na razliCite receptore, ukljucujuci galektin-1, receptor za transferin, i FcoRI, glavni
receptor za imunitet sluznice.”’ FcaRI, eksprimiran u mijeloidnim stanicama kao §to su
neutrofili, makrofagi, eozinofili 1 Kupfferove stanice, veZe monomerni IgA s visokom
avidno$¢u. Ovo vezanje pokrece fizioloSke reakcije poput fagocitoze, stani¢ne citotoksi¢nosti
ovisne o antitijelima, oslobadanja citokina 1 prezentacije antigena. Neutrofili u interakciji s
FcaRI oslobadaju leukotrien B4, poti¢u¢i migraciju stanica. SIgA ne samo da pruza
imunolosku zastitu, ve¢ takoder smanjuje upalu, posredovanu receptorima kao Sto su FcaRl,
DC-SIGN (engl. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin; Dendriticka Stanica-Specificni Receptor za Hvatanje Molekule Adhezije
Meducelijske 3 koji nije Integrinski Povezan) i SIGNR1 (engl. Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin-Related 1; Specificni Receptor za Hvatanje Molekule
Adhezije Meducelijske 3 Neintegrinski Povezan 1). SIgA stupa u interakciju sa SIGNR1 na

dendritskim stanicama kako bi inducirao imunolosku toleranciju putem regulatornih T
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stanica. Interakcija monomernog IgA s FcaRI regrutira enzim fosfatazu koja sadrzi Src
homolosku domenu 2, tip 1 (engl. Src Homology Region 2 Domain-Containing Phosphatase-
1, SHP-1), sto dovodi do inhibicije rasta stanica. Inhibitori FcaRI testiraju se na misjim
modelima za potencijalnu terapiju za alergije 1 poremecaje imunoloSkog kompleksa,

naglasavajuéi vaznost FcoRI i IgA u upalama i imunitetu.'®

Mehanizam se odvija na nacin da plazma stanice otpustaju IgA u unutarnje tjelesne
tekucine kao 1 vanjske izluCevine. U unutarnjim teku¢inama poput plazme i cerebrospinalne
tekucine, ostaje u monomernom stanju. Kada je rije¢ o vanjskim izlu¢evinama, gdje djeluje u
imunitetu sluznice, uglavnom se izlu¢uje kao dimer koji se drzi spojnim (engl. Joining Chain,
J) lancem. Monomerni IgA izluc¢uju plazma stanice u mukoznom subepitelu, a zatim stvara
dimerni IgA kovalentnim vezanjem s J lancima. Kako bi uSao u stanicu transcitozom, ovaj
dimerni IgA stupa u interakciju s polimernim imunoglobulinskim receptorom (engl.
Polymeric Immunoglobulin Receptor, pIgR) na bazolateralnoj povrsini intestinalnih epitelnih
stanica. Polimerni Ig receptor koji je jos uvijek vezan za IgA mijesa se kroz stanicu prije nego
Sto se razbije na apeksnoj povrSini kako bi se stvorila sekretorna komponenta. Stoga se
sekretorni IgA, koji se sastoji od dimernog IgA, J lanca i sekretorne komponente izvedene iz
pIgR, oslobada u lumen sluznice pomocu pIgR.'® Ova sekretorna komponenta pomaze IgA
antitijelima da se ucinkovitije ukljue u patogene Stite¢i th od proteoliticke destrukcije i
sprjeCavaju¢i ih da prianjaju na povrSinu epitela lumena. Ovaj SIgA je ukljuCen u

. .. . .. . . . .y . e . . . 19
neutralizaciju virusa, opsoniziranje antigena i sprje¢avanje prianjanja i prodiranja antigena.

Glikozilacija IgA, posebno N-glikozilacija, bitna je za njegovu funkciju 1 stabilnost u
fizioloSkim 1 patofiziolo§kim uvjetima. U fizioloSkim stanjima, glikozilacija IgA igra klju¢nu
ulogu u odrzavanju njegove strukturne cjelovitosti, topljivosti i otpornosti na proteolizu.
Kriti¢an je za pravilan rad SIgA, koji je glavni imunoglobulin u mukoznim sekretima kao §to
su slina, suze i crijevne tekucine. Glikozilacija pomaZze SIgA u neutralizaciji patogena i
sprjeCavanju njihovog prianjanja na povrsine sluznice, ¢ime igra klju¢nu ulogu u imunitetu
sluznice. U patofizioloSkim uvjetima, promjene u obrascima glikozilacije I[gA mogu utjecati
na progresiju bolesti i imunoloske odgovore. Na primjer, kod IgA nefropatije (Bergerova
bolest), nenormalna glikozilacija IgA1, posebno smanjena galaktozilacija zglobne regije O-
glikana, dovodi do stvaranja imunoloskih kompleksa koji se taloZze u bubrezima, uzrokujuci
upalu 1 ostecenje. Sli¢no, promijenjena glikozilacija IgA uocena je u kroni¢nim infekcijama i

upalnim bolestima, utjeCuéi na njegove zastitne funkcije i doprinoseci patologiji bolesti. Sve u
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svemu, glikozilacija IgA klju¢na je za njegovu normalnu funkciju u imunoloskoj obrani, a

. . . v - . . .. .. . .1
promjene u tom procesu mogu imati znacajne implikacije na razvoj i napredovanje bolesti.'’

2.4. Imunoglobulin G

Urodeni i steCeni imunoloski sustav dva su primarna dijela ljudskog imunoloskog sustava.
Kao odgovor na invaziju patogena, urodeni imunitet nudi brzu, nespecificnu zastitu i pokrece
adaptivni imunitet, sofisticiraniji obrambeni mehanizam. Bitna komponenta adaptivnog
imunoloskog sustava koji se razvio za obranu ljudi od infekcija je imunoglobulin G ili IgG. S
obzirom da je IgG protutijelo uklju¢eno u brojne procese povezane s imunoloSkim sustavom,
moze se pretpostaviti da je IgG ukljucen u Sirok raspon patologija, uklju¢uju¢i autoimune,
upalne, karcinomske, kardiometabolicke 1 neurodegenerativne bolesti. Takoder, jedan je od

najzastupljenijih proteina u ljudskom serumu koji &ini izmedu 10 % i 20 % proteina plazme.’

Glikozilacija je primarni faktor koji utjece na funkciju, stabilnost, poluZivot, strukturu i
aktivnost IgG. IgG glikani igraju klju¢nu ulogu u modulaciji imunoloskog odgovora djelujuci
kao prekida¢ izmedu proupalnih i protuupalnih stanja molekule IgG. Ovaj mehanizam
pomaze regulirati odgovor imunoloSkog sustava na razliCite patogene 1 odrZavati ravnotezu
izmedu upale i imunoloske tolerancije. Imunoglobulin G je graden na sljede¢i nacin. IgG
antitijela su molekule u obliku slova Y sastavljene od dvije glavne regije: Fab regije i Fc
regije. Dva identi¢na teSka lanca 1 dva identi¢na laka lanca, svaki s dvije jedinstvene domene
(varijabilna (V) 1 konstantna (C) domena), kombiniraju se da bi formirali strukturu IgG u
obliku slova ,,Y* (Slika 4). Postoje dvije domene u lakom lancu: konkretno, VL i CL, dok
Cetiri domene Cine teski lanac, VH, CHI1, CH2 i CH3.2!'*?

Teski lanac

o Lakilanac

Hinge regija
Asn297

Fc

Slika 4. Osnovna struktura IgG: dva teska lanca (plavo), dva laka lanca (cijan) i mjesto N-

glikozilacije (crveni krugovi). (preuzeto i prilagodeno iz ref. 22)
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Fab regija sastoji se od:*

1. Varijabilno lagane (engl. Variable Light, VL) i varijabilno teske (engl. Variable
Heavy, VH) domene:

e VL domena: dio lakog lanca.
e VH domena: dio teskog lanca.

e Ove varijabilne domene nalaze se na vrhovima strukture u obliku slova Y i klju¢ne

su za vezanje antigena.

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

kako bi se omogucilo antitijelu da se specifi¢no veze na Sirok raspon antigena.

2. Konstantno lake (engl. Constant Light, CL) 1 konstantno teske 1 (engl. Constant
Heavy 1, CHI) domene:

e CL domena: dio lakog lanca, uz VL domenu.

e CHI domena: dio teskog lanca, uz VH domenu.

e Ove konstantne domene pruzaju strukturnu potporu varijabilnim domenama i

pomazu stabilizirati mjesta vezanja antigena.

Fc regija:*

l.

CH2 1 CH3 domene:

Fc regija obuhvaca konstantne regije teskih lanaca, posebno CH2 i CH3 domene.

CH2 domena: nalazi se odmah ispod zglobne regije (fleksibilni dio koji povezuje Fab i
Fc regije). CH2 domena je ukljucena u vezanje na proteine komplementa.

CH3 domena: nalazi se na dnu strukture u obliku slova Y i igra klju¢nu ulogu u

vezanju na Fc receptore na imunoloskim stanicama.

Funkcionalne uloge:*

1.

Fab regija (VL i VH domene):

Prepoznavanje antigena: VL 1 VH domene tvore paratope, specifini dio antitijela koji
se veZe na epitop antigena.

Specificnost 1 raznolikost: Sekvence aminokiselina u domenama VL i VH uvelike
variraju medu razli¢itim antitijelima, §to omogucuje raznolik raspon prepoznavanja

antigena.

. Fcregija (CH2 1 CH3 domene):
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e Efektorske funkcije: CH2 i CH3 domene posreduju u interakcijama s razli¢itim
komponentama imunoloskog sustava, kao S§to su Fc receptori na imunoloskim
stanicama i proteini komplementa.

e Aktivacija imunoloskog odgovora: Vezanje za Fc receptore na stanicama poput
makrofaga, neutrofila i stanica prirodnih ubojica (engl. Natural Killer Cells, NK)
moze potaknuti fagocitozu, ADCC 1 druge imunoloske odgovore.

e Aktivacija komplementa: CH2 domena se posebno moze vezati na Clqg, prvu
komponentu klasicnog puta komplementa, §to dovodi do aktivacije komplementa i
daljnjih imunoloskih odgovora.

Ove strukturne znacajke omogucuju IgG antitijelima da u¢inkovito identificiraju i pomognu u
eliminaciji patogena, dok takoder ukljucuju i koordiniraju razli¢ite komponente imunoloskog
odgovora.

IgG je podijeljen u mnoge potklase (IgG1-4 kod ljudi); usprkos tome, Fc fragmenti svih
podklasa imaju jedno ocuvano mjesto N-glikozilacije (Asn297) u svakoj CH2 domeni. Dva N-
glikana smjeStena su izmedu dvije CH2 domene, pokazuju¢i mikroheterogenost (Slika 5)
zbog varijacija u prisutnosti ili odsutnosti nereduciraju¢e terminalne fukoze, galaktoze i/ili

sijalinske kiseline.*

+ Siaa2-6 + GalP1-4GIcNAB1-2Man1 . “Fucal,
t GlcNAcB1-dManP1-4GIcNAcB1-4GIcNAC
+ Siac2-6+ GalB1-4GIcNACB1-2Man1 ->

N 0\
: 3 Pa\b. d
A haila “‘i. =
Slika 5. Kristalna struktura ljudskog IgG1-Fc fragmenta. Sareni oligosaharidi koji su
povezani s Asn297 u crvenoj (Manal-3 antena), plavoj (Manal-6 antena) 1 zelenoj (dio srzne
strukture N-glikana) boji. Oznake i znacenja: N-acetilglukozamin (GlcNAc); galaktoza (Gal);

manoza (Man); fukoza (Fuc); i sijalinska kiselina (Sia). (preuzeto iz ref. 22)
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N-glikozilacija IgG utjece na njegove Fc-posredovane efektorske funkcije utje¢uci na
afinitet za C1q i FcyRs. Deglikozilirani IgG-Fc ima smanjeni afinitet vezanja, $to je povezano
s konformacijskim promjenama u CH2 domenama, Sto je dokazano simulacijama
molekularne dinamike, kristalnim strukturama i drugim biofizickim tehnikama. Te promjene
rezultiraju otvorenijom strukturom, smanjujuéi stabilnost i sposobnost vezanja Fc regije.
Slicno, N-glikani na Asn 394 IgE-Fc kljuni su za odrzavanje strukturnog integriteta

potrebnog za interakcije receptora visokog afiniteta.

Glikozilacija IgG na Asn 297 kriticna je za njegove efektorske funkcije, utjecuci na
imunoloske odgovore i pod fizioloskim i patofizioloskim uvjetima. U normalnim fizioloSkim
stanjima, N-glikozilacija na ovom mjestu osigurava pravilno savijanje i strukturnu stabilnost
molekule IgG. Povecava afinitet vezanja IgG za Fcy receptore na imunoloskim stanicama 1
Clq, pokrecu¢i procese poput ADCC i aktivacije komplementa, koji su vitalni za imunolosku
obranu od patogena. U patofizioloskim uvjetima, promjene u uzorcima glikozilacije IgG
mogu znacajno utjecati na njegovu funkciju. Kod autoimunih bolesti kao $to su reumatoidni
artritis 1 sistemski eritematozni lupus Cesto dolazi do porasta agalaktoziliranog IgG (bez
ostataka galaktoze). Ovaj oblik IgG je proupalni jer se lakSe veZe na lektin koji veze manozu,
aktiviraju¢i sustav komplementa 1 doprinose¢i kroni¢noj upali i oStecenju tkiva. Nasuprot
tome, odredene infekcije 1 karcinomi mogu dovesti do proizvodnje hipoglikoziliranog IgG,
koji moZe imati smanjene efektorske funkcije, ugrozavaju¢i imunoloski odgovor. Dodatno, u
kroniénim upalnim stanjima, promijenjena glikozilacija moZe modulirati imunolosku
regulaciju, potencijalno utje¢ué¢i na napredovanje i ozbiljnost bolesti.”> Sveukupno, status
glikozilacije IgG kljuCna je odrednica njegove funkcije, utje€u¢i 1 na zastitne imunoloske
odgovore 1 na patoloSke procese. Razumijevanje ovih promjena glikozilacije moze pruziti

uvid u mehanizme bolesti i potencijalne terapijske ciljeve.

2.5. Koristene tehnologije u istrazivanju N-glikoma

HT glikomika se oslanja na brojne metode koje se primjenjuju za profiliranje glikana,
obi¢no na razini oslobodenih glikana ili glikopeptida. Tehnologije, kao Sto su tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti s fluorescencijskom detekcijom (engl. Ultra high-
performance liquid chromatography with fluorescence detection, UHPLC-FLD) i teku¢inska
kromatografija—masena spektrometrija (engl. Liquid chromatography—mass spectrometry,

LC-MS), nude razli¢ite prednosti i daju komplementarne informacije. Dok pripreme uzoraka
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opcenito slijede sli¢ne principe, svaka od ovih tehnologija treba odredene jedinstvene

analiti¢ke postavke i faze obrade podataka kako bi se pruzili robusni i pouzdani rezultati."

2.5.1. Tekudinska kromatografija
Tekucinska kromatografija (engl. Liquid chromatography, LC) je analiticka tehnika koja
se intenzivno koristi u raznim znanstvenim podruc¢jima, ukljucuju¢i kemiju, biokemiju,
farmaciju, znanost o okolisu itd. To je svestrana metoda odvajanja koja omogucuje analizu i
procis¢avanje sloZzenih smjesa s visokom preciznosc¢u i osjetljivos¢u. Ona ukljucuje odvajanje
komponenti unutar uzorka na temelju njihove interakcije sa stacionarnom i mobilnom fazom.
Stacionarna faza, obi¢no pakirana u kolonu, moze se sastojati od razli¢itih materijala kao $to
su silicij, polimeri ili vezane faze prilagodene specificnim primjenama. Mobilna faza, tekuce
otapalo ili smjesa, nosi uzorak kroz kolonu. Jedna od klju¢nih znacajki tekucinske
kromatografije je njezina sposobnost odvajanja komponenti na temelju njihovog razli¢itog
afiniteta za stacionarnu i mobilnu fazu. Ovo odvajanje se postize ravnotezom interakcijom
ukljucujuéi adsorpciju, raspodjelu, ionsku izmjenu, iskljucenje veli€ine i interakcije afiniteta,
ovisno o koriStenom kromatografskom nacinu. Tekucinska kromatografija nudi Sirok raspon
nacina odvajanja za prilagodavanje razli¢itim analitima i primjenama. To ukljuéuje:'’
1. Kromatografija reverzne faze (engl. Reverse Phase Chromatography, RPC): Kod RPC
stacionarna faza je nepolarna, dok je mobilna faza polarna. Ovaj nacin se Siroko

koristi za odvajanje hidrofobnih spojeva kao §to su lijekovi, lipidi 1 peptidi.

2. Kromatografija normalne faze (engl. Normal Phase Chromatography, NPC): NPC
koristi polarnu stacionarnu fazu i nepolarnu mobilnu fazu. Obi¢no se koristi za
odvajanje polarnih spojeva kao Sto su ugljikohidrati, aminokiseline 1 prirodni

proizvodi.

3. Kromatografija ionske izmjene (engl. lon-Exchange Chromatography, 1EC): 1IEC
odvaja analite na temelju njihovih interakcija naboja sa stacionarnom fazom, koja
sadrzi nabijene funkcionalne skupine. Vrijedan je za odvajanje iona, proteina i

nukleinskih kiselina.

4. Kromatografija iskljucenja veliCine (engl. Size Exclusion Chromatography, SEC):
SEC odvaja analite na temelju njihove veli¢ine i molekularne tezine. Ve¢e molekule
eluiraju brze jer su iskljucene iz ulaska u pore stacionarne faze, dok se manje molekule

zadrzavaju duze.
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5. Afinitetna kromatografija: Ovaj nacin rada koristi specificne interakcije izmedu
liganda imobiliziranog na stacionarnoj fazi 1 ciljanog analita. Afinitetna

kromatografija nasiroko se koristi za proc¢iS¢avanje proteina i izolaciju biomolekula.

Tekucinska kromatografija moze se spojiti s razli¢itim tehnikama detekcije za analizu
odvojenih komponenti, ukljuc¢ujud¢i ultraljubicasto-vidljivu (engl. Ultraviolet—Visible, UV-
Vis) spektroskopiju, fluorescencijsku detekciju, masenu spektrometriju (engl. Mass
spectrometry, MS) 1 detekciju indeksa loma, izmedu ostalog. Ove metode detekcije
povecavaju osjetljivost 1 selektivnost, omogucujuci identifikaciju i kvantifikaciju analita s
velikom to¢nos¢u. Uz svoje analiticke moguénosti, tekucinska kromatografija igra klju¢nu
ulogu u preparativnoj kromatografiji, gdje se koristi za procis¢avanje i izolaciju spojeva u

velikim koli¢inama za daljnje primjene.'°

Postoji nekoliko razli€¢itth HT metoda za analizu N-glikana, a najcescée se koristi HILIC-
UHPLC-FLR) (Slika 6). Dok su radni tijekovi pripreme glikana u 1970-ima i 1980-ima
obi¢no zahtijevali velike koli¢ine pocetnog materijala, dugotrajno vrijeme za pripremu uzorka
1 dugotrajne analize, tekuca kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography, UHPLC) je postala jedna od najpouzdanijih HT
tehnologija koriStenth za analizu glikana zahvaljuju¢i napretku u primjenjenoj kemiji,
minijaturizaciji reakcijskih volumena 1 tehnologiji kolonskih cestica. UHPLC je preferirana
tehnika za prouCavanje glikozilacije proteina s prethodno identificiranim glikanskim
strukturama. UHPLC se mozZe koristiti s drugim tehnikama, poput spektrometrije masa, za

karakterizaciju jedinstvene strukture glikana i dobivanje daljnjih strukturnih informacija.”
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Slika 6. Prikazan je kromatogram fluorescentno (2-aminobenzamid, 2-AB) obiljeZzenih N-
glikana ukupnih serumskih proteina dobiven HILIC-UHPLC-FLR analizom. *Nekoliko
kromatografskih pikova sadrzi vise razli¢itih N-glikana; prikazana je najzastupljenija

struktura.'” (preuzeto iz ref.10)

Na slici 7 su prikazani kromatogrami koji pokazuju raspodjelu N-glikana na
imunoglobulinima G (IgG) i A (IgA). Svaki pik na kromatogramima predstavlja specificne
glikanske strukture, koje su vizualno predstavljene iznad odgovaraju¢ih pikova. U IgG
kromatogramu najistaknutiji su pikovi koji odgovaraju kompleksnim biantenarnim glikanima
s ili bez fukoze, dok su u IgA kromatogramu dodatno prisutni poviseni pikovi koji odgovaraju
strukturama s vise sijalinske kiseline. Ova analiza pomaze u razumijevanju razli¢itih obrazaca

glikozilacije izmedu IgG i IgA.**

HILIC-UPLC-FLR kromatogrami prikazuju raspodjelu N-glikana na imunoglobulinima G
(IgG) 1 A (IgA), istiCuci specificne glikanske strukture koje su prisutne na ovim vaznim
komponentama imunoloskog sistema. U kromatogramu IgG-a, primjecuju se pikovi koji
predstavljaju osnovne glikanske strukture, poput GOF, koji oznacava agalaktosilirani glikan
bez galaktoze, ali s prisutnom fukozom. Ova struktura je Cesto povezana s proinflamatornim
aktivnostima i moze ukazivati na odredene bolesti, poput autoimunih poremecaja. Drugi
pikovi, kao Sto su GIF 1 G2F, prikazuju glikane sa jednim ili dva ostatka galaktoze i fukoze.
Ovi glikani igraju klju¢ne uloge u moduliranju imunoloSkih odgovora, pri ¢emu povecana
galaktozacija Cesto ima antiinflamatorne efekte, pomazu¢i u neutralizaciji upalnih procesa.
Prisutnost sijaliliziranih glikana, poput G1FS i G2FS, ukazuje na dodatnu modifikaciju koja

moze produziti poluzivot IgG u cirkulaciji i pobolj$ati njegove antiinflamatorne osobine.****

Cristina Maligec Diplomski rad
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S druge strane, kromatogrami IgA prikazuju veéu raznolikost glikanskih struktura,
ukljucujuéi monofosforilirane, bisialilirane i trisialilirane glikane, koji sadrze jednu, dvije ili
tri molekule sijalinske kiseline. Ovi pikovi su klju¢ni za specificne funkcije IgA, posebno u
kontekstu mukoznog imuniteta. Na primjer, viSesijalilizirani glikani, kao S§to su oni
predstavljeni pikom A5, povecavaju hidrofilnost i stabilnost IgA, ¢ime se poboljSava njegova
sposobnost vezivanja za receptore na mukoznim povr§inama i neutralizacija patogena.
Fukozilirani glikani u IgA, prikazani pikovima kao Sto su A1F 1 A2F, omogucavaju specificne
interakcije s receptorima na imunoloSkim stanicama, $to dodatno modulira imunoloski

. .. 242
odgovor na mukoznim barijerama.***’
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Slika 9. Reprezentativni HILIC-UPLC-FLR kromatogrami N-glikana a) imunoglobulina A i b)
imunoglobulina G, s grafickim prikazom najzastupljenije glikanske strukture koja odgovara

svakom glikanskom piku (GP).**

Uporedna analiza kromatograma imunoglobulina G (IgG) 1 A (IgA) otkriva znacajne

razlike u njihovim glikanskim strukturama, §to odrazava njihove specifiéne bioloske uloge:*’

1. Raznolikost glikozilacije: IgA pokazuje vecu raznolikost u glikozilaciji u odnosu na IgG,
s izrazenom prisutnosScu sialilizacije 1 fosforilacije. Ova raznolikost omogucava IgA-u da
efikasno funkcioniSe na mukoznim membranama, gde je kljuCan za zastitu sluzokoze.
Visoka sialilizacija i fosforilacija u strukturama IgA omogucéavaju mu prilagodavanje
specificnim potrebama na mukoznim povrSinama, Stite¢i organizam od patogena na ovim

kljucnim mestima. IgG, s druge strane, karakteriSe manja raznolikost glikanskih
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struktura, s dominacijom biantennarnih, fukoziliranih glikana. Ove strukture su uglavnom
odgovorne za modulaciju sistemskog imunoloskog odgovora, posebno u upalnim
procesima. lako je IgG manje raznolik u glikozilaciji, njegove glikanske strukture

optimizovane su za cirkulaciju i odbranu od patogena u krvi.

2. Sialilizacija: IgA sadrzi viSe sialiliziranih glikana, §to mu daje snazna antiupalna svojstva
1 povecava stabilnost u razli¢itim telesnim te¢nostima, kao $to su sluz i sekretne te¢nosti
na mukoznim povrSinama. Visoka sialilizacija je klju¢na za zaStitnu funkciju IgA jer
omogucava bolju interakciju s patogenima i receptorima na stanicama imunoloSkog
sistema, ¢ime se doprinosi efikasnosti u zastiti mukoznih barijera. Nasuprot tome, IgG
ima nizi nivo sialilizacije, §to se odrazava na njegove uloge u prozapalnim i antiupalnim
procesima. Sialilizacija kod IgG-a ima manji uticaj na stabilnost molekula u krvi, ali ipak

moze igrati ulogu u modulaciji imunoloskih odgovora, posebno kod upalnih bolesti.

3. Fukozilizacija: izrazenija je kod IgA, Sto omogucava specifi¢ne interakcije s receptorima
na ¢elijama imunoloskog sistema, posebno u mukoznim povrSinama gde je IgA aktivan.
Fukozilirani glikani u IgA kljuéni su za vezivanje na mukozne receptore i regulaciju
lokalnog imunoloskog odgovora. Kod IgG-a, fukozilizacija je prisutna, ali u niZim
nivoima u poredenju s IgA. Iako nije toliko izraZena, fukozilizacija u IgG-u je vazna za

funkcije u sistemskom imunoloskom odgovoru, uklju¢uju¢i modulaciju upalnih reakcija.

4. Fosforilacija: igra vaznu ulogu u glikozilaciji IgA-a, Sto je klju¢no za njegovu funkciju,
posebno u regulaciji imunoloskih odgovora na mukoznim membranama. Ova
modifikacija doprinosi stabilnosti i funkcionalnosti IgA, omogucavajuéi efikasnije
obavljanje uloga u zastiti sluzokoZe. Nasuprot tome, IgG nije znacajno fosforiliran, $to
znaci da fosforilacija ne igra klju¢nu ulogu u njegovim funkcijama. Glikozilacija IgG-a
viSe se fokusira na sialilizaciju 1 fukozilizaciju, koje su klju¢ne za njegove sistemske

funkcije u krvotoku i imunolo§kom odgovoru.

Sve u svemu, IgA 1 IgG posjeduju razlicite glikanske profile koji su precizno prilagodeni
njihovim specifiénim ulogama u organizmu. IgA je optimiziran za mukoznu imunost kroz
raznoliku 1 sialiliziranu glikozilaciju, dok IgG, s manje raznolikom glikozilacijom, igra

kljuénu ulogu u sistemskoj cirkulaciji i odgovoru na upalne procese.”’

Cristina Maligec Diplomski rad



§ 1. Uvod 21

2.5.2. Priprema uzorka

Budu¢i da se UHPLC cesto koristi za analizu oslobodenih glikana, glikani se prvo moraju
osloboditi od svog proteinskog nosaca kako bi se mogli odvojiti i detektirati. Enzim koji se
najces¢e koristi u HT ispitivanjima je endoglikozodaza peptidna-N-glikozidaza F (eng.
Peptide-N-glycosidase F, PNGaza F). Obi¢no se koristi za izvodenje enzimske deglikozilacije
uzoraka. Fluorescentno oznaCavanje otpuStenih glikana, proces c¢iS¢enja i kromatografska
analiza takoder se Cesto koriste u pripremi uzoraka. Treba napomenuti da, iako se PNGaza F
Cesto koristi u analizi oslobodenih N-glikana, ¢ini se da je manje ucinkovita u oslobadanju
vrlo skra¢enih N-glikana koji su, na primjer, uglavnom sastavljeni od kitobioze ili jednog N-
acetilglukozamina. Povremeno, korak ciS¢enja dodaje se nakon deglikozilacije kako bi se
povecala uGinkovitost reakcije fluorescentnog obiljezavanja.

Od najranijih HT istrazivanja provedenih na razini od tisu¢u uzoraka, 2-aminobenzamid
(engl. 2-aminobenzamide, 2-AB) je bio fluorescentni marker koji se najcesée koristio. Nije ga
lako ionizirati, Sto otezava upotrebu za MS karakterizaciju obiljezenih N-glikana ¢ak i1 ako
proizvodi jake fluorescentne signale. Prokainomid A ili 4-amino-N-[2-(dietilamino)etil]
benzamid (engl. Prokainamide A, ProA), 6-aminokinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat
(AQC) 1 RapiFluor-MS reagens za oznaku glikana (engl. RapiFluor-MS Glycan Labeling
Reagent, RapiFluo*r-MS) (Slika 8) su medu ostalim oznakama koje se u zadnje vrijeme sve
esée koriste.””° Ove oznake pokazuju ekvivalentnu ili pojatanu fluorescenciju u usporedbi s
2-AB, kao 1 ionizaciju u sluaju ProA i1 RapiFluor-MS zbog uvodenja nabijene oznake

. . 3132
tercijjarnog amina.”

Upotreba kemikalija za brzo oznacavanje kao sto su AQC, instant antitijelo (engl. Instant
Antibody, InstantAB), instant peptidno hvatanje (engl. Instant Peptide Capture, InstantPC) i
RapiFluor-MS (Slika 8) znacajno je poboljSala ucinkovitost opisane tehnike. Ove su
kemikalije drasti¢no smanjile vrijeme reakcije na samo 5 minuta, $to dovodi do brzih procesa
analize. Medutim, vaZno je napomenuti da tehnike brzog ozna¢avanja mogu imati ogranicenja
u pogledu pocetnih volumena uzorka koji se mogu obraditi, buduc¢i da je esto potreban veliki
viSak reagensa za oznacavanje kako bi se osiguralo da su sve aminske skupine u uzorku
ucinkovito obiljezene (ukljucujuéi N- glikozilamini, proteinski amini i drugi slobodni amini).
Kako bi se rijesio ovaj problem, razli¢ite hidrofilne stacionarne faze, kao Sto su hidrofilni filtri

31,33

u obliku plocica s 96 jaZzica 1 ulosci ili plo¢e na bazi hidrofilnih kuglica® *°, obi¢no se koriste

u procesu CiS¢enja pomocu tekucinske kromatografije s hidrofilnim interakcijama -

Cristina Maligec Diplomski rad



§ 1. Uvod 22

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography - Solid Phase
Extraction, HILIC-SPE). Ove stacionarne faze pokazale su uspjeh u uklanjanju viska
reagensa 1 proteina iz ranijih faza pripreme uzorka, ¢ime se poboljSava ukupna kvaliteta i
ucinkovitost analize. Osim toga, magnetske nanocestice potencijalno se mogu koristiti kao
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Slika 8. Strukturni prikaz ¢esto koriStenih oznaka koje se mogu pricvrstiti na reducirajuéi kraj
glikana. Oznake su slijedece: 2-aminobenzojeva kiselina (2-AA), 2-aminobenzamid (2-AB) i
2-piridin-aldehid ~ (2-PA), 8-aminopirensko-1,3,6-trisulfonska  kiselina  (APTS), 8-
aminonaftalenski-1,3,6-trisulfonska kiselina (ANTS). (preuzeto iz ref.10)

2.5.3. Obrada i mjerenje podataka

Fluorescentno obiljeZeni glikani ¢esto se ispituju u HT modu pomoc¢u LC-a temeljenog na
HILIC-u zbog njegovih iznimnih mogucnosti odvajanja polarnih 1 hidrofilnih analita u
vodeno-organskoj mobilnoj fazi. Ovisno o naboju, veli¢ini 1 vezama vrste N-glikana, linearni
gradijent s rastu¢im udjelom od 50 ili 100 mmol dm™ amonijevog formijata u acetonitrilu
omogucuje u¢inkovito odvajanje. Cestice veli¢ine 1,7-1,8 pm u modificiranim ostacima na
bazi amida sluZe kao temelj za kemiju kolone. Napredak u pripremi povrSine kucista kolone
doveo je do smanjenja interakcija izmedu glikana 1 metalne povrSine kolone. Ovo je
poboljsalo oblik 1 ponovljivost pikova, posebno za vrste koje su sialinizirane. Nakon rucne ili

automatizirane integracije, koli¢ine glikana obi¢no se ekstrahiraju kao relativne postotne

Cristina Maligec Diplomski rad



§ 1. Uvod 23

povrSine pomoc¢u normalizacije ukupne povrSine. Na kraju se odvija statisticka analiza i
ispravak serije.'’

2.5.4. Identifikacija glikana

Pojedinacnim glikanskim strukturama razdvojenim pomoc¢u HILIC-UHPLC-FLR
dodjeljuju se vrijednosti glukoznim jedinicama (engl. Glucose Units, GU) na temelju
fluorescentno oznacene ljestvice dekstrana kao vanjskog standarda, koji se koristi za
preliminarnu identifikaciju glikanskih struktura. Vrijednosti GU obicno se koriste kao
referentne vrijednosti u bazama podataka jer su stabilnije od vremena zadrzavanja
pojedinac¢nih glikana na koloni, koje je podlozno promjenama uslijed koriStenja razli¢itih
UHPLC instumenata i kromatografskih uvjeta tijekom analize. Danas postoji velik broj baza
podataka UHPLC glikana s GU vrijednostima koji takoder sadrze i podatke iz 2-AB
obiljeZzenih glikana. Sekvenciranje egzoglikozidazama (podrezivanje glikana koriStenjem
enzima specifi¢nih za razli¢ite vrste zavr$nih monomera Secera) prethodno je koristeno kao
dopunska strategija za obiljezavanje specifi¢nih strukturnih elemenata opazenih na glikanima

koji se eluiraju u pojedinaénim kromatografskim pikovima (Slika 9).>**
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(i) Nerazgradeni uzorak
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(ii) @ 2, 3 sijalidaza
2

(iii) Sijalidaza (SI1A)
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(iv) Galaktozidaza (GAL) + SIA
HCe

{v) B-N-acetilglukozandiminaza S (GlcNAc) + GAL + SIA
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Intenzitet (FLD)

L
—Sm st —— — -
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Slika 9. Prikaz egzoglikozidazne digestije 2-AB obiljezenih N-glikana oslobodenih s ljudskog
transferina (Tf). (i) Nerazgradeni uzorak. (ii) Neuraminidaza S (Streptococcus pneumoniae

02-3). (ii1) SIA (neuraminidaza A) Arthrobacter ureafaciens 02-3,6,8,9. (iv) Streptococcus
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pneumoniae P1-4 galaktozidaza S (GAL) + SIA. (v) Streptococcus pneumoniae B-N-
acetilglukozaminidaza S (GIcNAc) + GAL + SIA. (vi) GlcNAc + Gal + SIA + fukozidaza O
(FUC) iz bakterije Omnitrophica bacterium a1-2,4,6."°

Vazno je zapamtiti da sekvenciranje egzoglikozidazama zahtijeva MS karakterizaciju,
koja se moze obaviti online spajanjem UHPLC stroja na MS detektor, ili off-line nakon
prikupljanja kromatografskih pikova. Treba napomenuti da ¢e postavke sekvenciranja
egzoglikozidazama mozda trebati prilagoditi kako bi se dobili dosljedni rezultati, ovisno o
fluorescentnoj oznaci koja se koristi za derivatizaciju oslobodenog glikana. Ovaj je pristup
vrlo pozeljan za strukturnu karakterizaciju glikana jer, za razliku od spajanja kabilarne
elektroforeze (engl. Capillary Electrophoresis, CE) na MS, puferi koji se koriste za odvajanje
hidrofilne interakcijske tekucinske kromatografije (engl. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC) kompatibilni su s tehnikama ionizacije MS, a nedavno koriStene
fluorescentne oznake imaju funkcionalne skupine dizajnirane za olakSavanje ionizacije i
analize ultra-visokoucCinkovite tekuc¢inske kromatografije s masenom spektrometrijom (engl.

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

2.6. Upotreba HT-glikomike u istraZivanjima

2.6.1. HT-glikomika u istraZivanjima epidemiologije

Puci¢ i sur. (2011) proveli su prvu opseznu populacijsku analizu IgG N-glikoma koristeci
tehniku visoke propusnosti (HT). Odvojili su IgG iz 2298 uzoraka plazme™ i upotrijebili
PNGazu F za uklanjanje N-glikana povezanih s IgG, nakon ¢ega je uslijedilo oznafavanje 2-
AB. Njihovi su nalazi otkrili da je gotovo 96 % neutralnih IgG glikana fukozilirano u jezgri.
IgG N-glikani pokazali su manju sijalilaciju u usporedbi s drugim glavnim glikoproteinima
plazme, s priblizno 3 % glikanskih struktura koje su disijalirane (42G2S2). Dodatno, 20 %
neutralnih IgG glikana bilo je digalaktozilirano, dok su monogalaktozilirane 1 a-
galaktozilirane strukture ¢inile po 40 %. U prosjeku, 18 % neutralnih glikana sadrzavalo je N-
acetilglukozamin, podijeljen u dva dijela.”’

2.6.2. HT-glikomika u istraZivanjima genetike

Lauc 1 sur. (2010) proveli su prvu studiju asocijacije na cijelom genomu (engl. Genome-
wide association study, GWAS) o N-glikomima, otkrivaju¢i poveznice izmedu uobicajenih
genetskih varijanti i glikozilacije vezane na protein N. Njihovo istrazivanje na 2705 osoba iz

Skotske i Hrvatske istaknulo je utjecaj varijacija gena FUT6, FUTS i HNFIA na razine N-
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glikana u plazmi. Naknadna istrazivanja potvrdila su ulogu HNFI1A kao klju¢nog regulatora
fukozilacije proteina plazme.”’

Godine 2013. Lauc 1 sur. prosirili su svoj GWAS kako bi istrazili genetske lokuse
povezane s IgG N-glikozilacijom u istim populacijama, identificiraju¢i devet znacajnih lokusa
za cijeli genom, ukljucuju¢i gene koji kodiraju glikoziltransferaze i druge povezane s

autoimunim i upalnim stanjima.*®

Najve¢u GWAS analizu N-glikozilacije IgG do sada objavili su 2020. Klari¢ 1 sur.
Analizirajuéi 8.090 uzoraka, identificirali su 27 znacajnih lokusa za cijeli genom 1 Sest
sugestivnih lokusa, udvostrucivsi broj u usporedbi s prethodnim studijama. Ova studija otkrila
je prethodno neprepoznate lokuse koji utjecu na glikozilaciju IgG, naglasavajuci slozenost

o da L. 3738
mreze glikozilacije.””

2.6.3. HT-glikomika u klinickim istraZivanjima

Gudelj i sur. koristili su HILIC-UHPLC-FLD za procjenu karakteristika IgG N-glikana
kod 179 osoba kojima je dijagnosticiran reumatoidni artritis (engl. Rheumatoid arthritis, RA)
unutar jednog desetljea. Suprotno prethodnim nalazima, ova studija nije uspostavila
korelaciju izmedu smanjene sijalilacije i galaktozilacije u bolesnika s RA, Sto sugerira da bi
smanjena galaktozilacija mogla biti faktor rizika koji pridonosi razvoju bolesti.*

Trbojevi¢-Akmacic¢ 1 sur. pokazali su znacajne razlike u sastavu IgG N-glikoma izmedu
bolesnika s Crohnovom boles¢u (engl. Crohn’s disease, CD) 1 ulceroznim kolitisom (engl.
Ulcerative colitis, UC) u usporedbi s kontrolama. Koriste¢i HILIC-UHPLC-FLD, analizirali
su IgG N-glikom u 320 kontrola, 287 bolesnika s CD-om i 507 pacijenata s UC-om. Dok je
sijalizacija IgG bila znaCajno smanjena u bolesnika s CD-om, i bolesnici s UC 1 CD-om

pokazali su znadajno smanjenje galaktozilacije IgG.*’
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3. MATERIJALI Il METODE

1.1. Materijali
1.1.1. Materijali u radu

Tablica 1. Prikaz popisa upotrjebljenog materijala u radu.

Materijali

1 mL AcroPrep wwPTFE
0,2 pum filter plocice

1 mL AcroPrep wwPTFE
0,45 pm filter plocice

Armadillo PCR Plate, 96-well, PCR plocice

Plocica monolita s proteinom G
(CIM® r-Protein G LLD 0.2 mL Monolithic

96-well Plate, 2 pm channels)

Plocice za sakupljanje, zapremina 1 i
2 mL (engl. 96-well collection plates)

CaptureSelect'™ IgA afinitetna zrnca

Filteri za pufere
(Nalgene™ Rapid-Flow™, 0,2 um)

LTS tipsevi za pipete
(Rainin Instrument)

Aluminijska termalna ljepljiva folija
Samoljepljiva folija
Mikrotubice (1,5-5 mL)

Tube za centrifugiranje (15-50 mL)
Kromatografska kolona Acquity UPLC BEH
Glycan 1.7um 2.1x150mm

1.1.2. Enzimii kemikalije

Proizvodaci

Pall Corporation, SAD

Pall Corporation, SAD

Thermo Scientific, SAD
BIA Separations (dio Sartoriusa, SAD),

Slovenija

Waters, SAD

Thermo Scientific, SAD
Thermo Scientific, SAD

Mettler Toledo, SAD

Porvair Sciences, SAD
LLG Labwane, Njemacka
LLG Labwane, Njemacka
LLG Labwane, Njemacka

Waters, SAD

Tablica 2. Prikaz popisa koriStenih enzima 1 kemikalija u radu.

Enzim

PNGaza F (10 U uL™)

Kemikalije
Natrijev klorid
Kalijev klorid

Proizvodac
Promega, SAD

Proizvodac
Alkaloid, Sjeverna Makedonija
Sigma, SAD
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Acetonitril (ACN), HPLC razina Cistoce
Dimetilsulfoksid (DMSO)
Klorovodic¢na kiselina (37%)
2-pikolin boran
Propan-2-ol
Igepal® CA 360
Amonijev bikarbonat
Ledena octena kiselina
Natrijev hidroksid
SDS (natrijev dodecil sulfat)
Formicna kiselina
TRIS pufer
MilliQ voda R = 18.2 Q
Etanol 99,8 %
Prokainamid
1.1.3. Instrumenti i dodatni pribor

CARLO ERBA Reagents, Italija
Sigma-Aldrich, SAD
Honeywell Fluka, Svicarska
Aldrich, SAD
CARLO ERBA Reagents, Italija
Sigma-Aldrich, SAD
Sigma-Aldrich, SAD
Lab Expert, UK
Merck, Njemacka
Carl Roth GmbH + Co., Njemacka
Merck, Njemacka
AppliChem GmbH, Njemacka
Merch, Njemacka
CARLO ERBA Reagents, Italija
Acros Organics B.V.B.A., SAD

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

Instrument i dodatni pribor
Analiticka vaga (Explorer®)
Tehnicka vaga
Magnetska mijesalica
pH metar Seven Compact, Five Easy
Vodikova elektroda

Milli-Q® Type 1 Ultrapure Water Systems
(uredaj za ultra-Cistu vodu)
Pipete-Lite XLS
(automatske mikropipete, jednokanalne i
multikanalne)

SpeedVac Concentrator SC210A (vakuumski
koncentrator)

Vacuum manifold
(vakuumsko odsisavanje plocica)
Vakumska pumpa
Centrifuga
Inkubator (DNI-50, 37° C)
Peénica (DNO-50, 65° C)
Tresilica
Termo siler
NanoDrop 8000 Spectrophotometer
ACQUITY Premier System
UPLC H-Class Plus
(tekuéinski kromatograf ultravisoke
djelotvornosti)

1.1.4. Priprema pufera i otopina

Proizvoda¢
OHAUS, SAD
Mettler Toledo, SAD
IKA RTC basic, Njemacka
Mettler Toledo, SAD
Mettler Toledo, SAD

Merch, Njemacka

Rainin (Mettler Toledo),
SAD

Thermo Scientific, SAD
Pall Corporation, SAD

Pall Corporation, SAD
Eppendorf, SAD
MRC, Izrael
MRC, Izrael
GFL, Njemacka
Micro™, UK
Thermo Scientific, SAD
Waters, SAD

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

Otopine

Priprema
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10x fosfatno-puferirana fizioloska otopina

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

10x PBS, pH=7,4, vezujuéi pufer
1x PBS 0,25 mol dm™ NaCl, pH=7,4, pufer za
ispiranje

0,1 mol dm™ formiéna kiselina, pH=2,5,
elucijski pufer

1 mol dm™ amonijev bikarbonat, neutralizacija
eluata

20 % EtOH u 20 mmol dm™ 2-amino-2-
(hidroksimetil)propan-1,3-diol (TRIS)
(Mr =121, 14 g mol™) + 0,1 mol dm™ NaCl,
pH=7.4, pufer za skladiStenje

0,1 mol dm™ NaOH

30 % (v/v) propan-2-ol
1,33 % natrijev dodekan-1-sulfonat (SDS)
4 % 2-[2-[4-(2,4-dimetilheptan-3-

il)fenoksi]etoksi]etanol (Igepal)

5x PBS

Naziv soli ¢(mmolL") y(gL™
KCl 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 mL
ultraciste vode. Mjeri se pH otopine i s pomoc¢u
1 mol dm™ NaOH prilagodi do 6,6. Otopinu se
nadopuni s ultra¢istom vodom do 1 L i zatim
profiltrira kroz Buchnerov lijevak. Otopina se
pohranjuje na sobnu temperaturu.

Priprema 1 L pufera: Otopina 10x PBS
razrijedi se u omjeru u 1:10 (v/v). U 100 mL 10x
PBS potrebno je dodati ultracistu vodu do 0,9 L.
Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 mol dm™ NaOH.
Otopina se pohranjuje na 4 °C.

Priprema 500 mL pufera: Dodati 1,89 mL
pufera u 400 mL ultraCiste vode. Zatim izmjeriti
pH otopine i nadopuniti s ultrac¢istom vodom do
finalnog volumena od 500 mL. Otopina se
pohranjuje na 4 °C.

Priprema 250 mL pufera: Dodati 19,77 g
pufera u 250 mL ultraciste vode. Otopinu nije
potrebno filtrirati niti izmjeriti pH vrijednost.
Otopina se pohranjuje na 4 °C.

Nazivsolii c¢(mmolL™")  y(gL")
baze
NaCl 137,94 80,028
TRIS 0,02 2,42

Priprema 1 L pufera: Potrebno je otopiti soli u
200 mL etanola. Dodati ultracistu vodu do 700
mL i prilagoditi pH od [1 10 do 7,4 pomocu 1
mol dm™ HCI. Nadopuniti ultragistom vodom do
finalnog volumna od 1 L. Otopina se zatim
profiltrira i pohranjuje na 4 °C.

Priprema 500 mL otopine: Potrebno je otopiti
2 g NaOH u 500 mL ultraciste vode. Otopina se
zatim profiltrira i pohranjuje na sobnu
temperaturu.

Priprema 500 mL otopine: Pomijesati 150 mL
2-propanola i 350 mL ultraciste vode. Otopina
se zatim profiltrira i pohranjuje na 4 °C.
Priprema 100 mL otopine: Otopiti 1,33 g SDS-
a u 100 mL ultraCiste vode. Potrebno je
pohraniti otopinu na 4 °C.

Priprema 50 mL otopine: Dodati 2 mL
Igepala u 48 mL ultraciste vode. Otopinu dobro
promijesati i pohraniti na 4 °C.

Priprema 500 mL pufera: Otopina 10x PBS
razrijedi se u omjeru u 1:2 (v/v). U 250 mL 10x
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PBS potrebno je dodati ultracistu vodu do 500
mL. Zatim prilagoditi pH do 7,4 s 1 NaOH mol
dm™. Potrebno je pohraniti otopinu na 4 °C.

70 % etanol Priprema 50 mL otopine: Pomijesati 35 mL
etanola i 15 mL ultradiste vode. Uvijek je
potrebno pripremiti svjezu otopinu.

1.1.5. Ispitanici i uzrokovanje
U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci ljudske krvne plazme skalupljeni u ozujku 2020.
u Genosu. Za provodenje istrazivanje dobivena je eticka dopusnica EP-1/2020 Etickog
povjerenstva Genos d.o.o. Svi ispitanici su bili upoznati s istrazivanjem te su potpisali
informirani pristanak.
U istrazivanju je sudjelovalo 3 muskarca prosjecne starosti 36,67 godina u rasponu od 25

do 47 godina te 5 Zena prosje¢ne starosti 31,80 godina u rasponu od 25 do 47 godina.

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

1.2. Metode

1.2.1. [Izolacija IgG iz krvne plazme pomocu protein G plocice
1.2.1.1.  Priprema uzoraka plazme i plazme standarda

Protein G plocica i otopine pufera stave se na sobnu temperaturu pola sata. Uzorke plazme
potrebno je staviti da se odmrznu te zatim vorteksiraju 1 centrifugiraju kako bi doslo do
odvajanja lipida 1 to na 3 minute na 12045g pomoc¢u Eppendorf MiniSpin Centrifuge, rotor F-
45-12-11 (13 400 okretaja/min). Randomizacija uzoraka provodi se nasumi¢nim odabirom
jazica u koje se dodaju standardni uzorci plazme i slijepa proba, ¢ime se minimizira utjecaj
sistematskih varijacija 1 osigurava nepristrana distribucija uzoraka za daljnju analizu. U
nasumic¢no odabrane jazZice plo€ice za sakupljanje nanosi se 25 pL standardnog uzorka plazme
125 pL 1x PBS koji sluzi kao slijepa proba. Zatim se razrijede dodavanjem 175 pLL 1x PBS u
omjeru 1:7 (v/v), nakon Cega se pazljivo prenose na 1 mL AcroPrep wwPTFE 0,45 pum filter
plocicu. Plazma se zatim filtrira 1 sakuplja u ¢isti 1 mL plocicu za sakupljanje koristec¢i uredaj
za filtraciju pomocu vakuuma. Plo€ica za sakupljanje ostavlja se na tresilici sve dok uzorci ne
budu spremni za nanoSenje razrijedene i filtrirane plazme na plocicu s monolitom obloZzenim

proteinom G.
1.2.1.2.  Pre-kondicioniranje Protein G plocice

Protein G ploCica se upotrebljava u nekoliko navrata, a kada se ne upotrebljava

pohranjuje se u hladnjak na 4 °C. Cuva se u puferu za skladistenje (20 % (v/v) etanol u 20
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mmol dm™ TRIS i 1 mol dm™ NaCl). Prije samog koristenja monolitne plogice, potrebno ju je
pre-kondicionirati na na¢in da se ukloni pufer za skladistenje 1 isperu jazice pomocu 0,5 mL
ultraciste vode 1 0,5 mL 1x PBS. Zatim se jazice ispiru s 0,25 mL 0,1 mol dm> formi¢nom
kiselinom kako bi se eluirali zaostali proteini od prosle izolacije. Ploc€ica se neutralizira s 0,5
mL 10x PBS puferom. Tijekom postupka pre-kondicioniranja Protein G plocice vakuum ne
smije prije¢i 10 inHg. Na kraju se monolitna ploc€ica ekvilibrira s 1 mL 1x PBS pufera nakon

¢ega je opet spremna za upotrebu.
1.2.1.3.  Vezanje IgG na protein G i ispiranje

Filtrirana plazma s tresilice se pomocu mikropipete prenese na Protein G ploc¢icu kako bi
doslo do vezanja IgG-a na protein G. Tijekom nanoSenja uzoraka, vakuum ne smije prijeci 5
inHg. Odsisanu plazmu smo sakupili u 2 mL plocice za sakupljanje. Zatim je na kraju
potrebno isprati jazice po tri puta s 0,5 mL 1x PBS pufera pri ¢emu vakuum nesmije prije¢i 10

inHg.
1.2.1.4.  Elucija IgG

Prije eluiranja, u svaku jaZicu plo€ice za skladiStenje volumena 1 mL dodaje se 42,5 mL
neutralizacijskog pufera (I mol dm™ amonijev bikarbonat) kako bi se onemogucila
desijalinizacija IgG glikana u kiselom mediju. Zatim se ispod plocCice za skladiStenje stavlja
Protein G plogica te se eluira IgG s 0,25 mL 0,1 mol dm™ formi&ne kiseline. Tijekom eluacije,
vakuum ne smije prije¢i 5 inHg. Nakon elucije, potrebno je resuspendirati uzorke IgG eluata s
mikropipetom 1 pritom pazeci da se promijene tipsevi za svaki uzorak kako bi se sprijecila
krizna kontaminacija. Zatim se plo€ica pokriva aluminijskom folijom i ostavi se na tresilici
(oprezno se treba mijesati kako ne bi doSlo do kontaminacije uzoraka) sve dok ne bude
spremno za mjerenje koncentracije IgG. Konaéni prosjecni volumen IgG eluata od izolacije

IgG-a iznosi 292,5 pL.
1.2.1.5.  Regeneracija i skladistenje Protein G plocice

Regeneracija Protein G plocice odvija se na nacin da se u svaku pojedinu jazicu doda 0,5
mL 0,1 mol dm™ formi¢ne kiseline. Tijekom postupka ispiranja, vakuum ne smije prijeéi 10
inHg. Zatim se ploc€ica ispire s 0,5 mL 10x PBS pufera te vakuumski sustav odvodi teku¢inu
prema spremniku za otpad. Nadalje, plocica se jo$ ispire s 1 mL 1x PBS pufera. Zatim se

jazice Protein G plocice ispiru s 0,25 mL pufera za skladistenje te se nakon toga doda 0,7 mL
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istog pufera. Pufer se zatim posprema na skladiStenje u hladnjak na 4° C do sljedeceg

koriStenja.
1.2.1.6.  Mjerenje IgG koncentracije i njegovo skladistenje

Kako bi se izmjerila koncentracija IgG u eluatu (3 pL) koristi se NanoDrop 8000
spektrofotometr. Alikvot IgG eluata koji se sakupio u 1 mL ploc€icu za skladiStenje, osusi se u

speedvacu i pohrani u zamrzivac¢ do sljedece uporabe, tj. do postupka deglikozilacije.

1.2.2. Deglikozilacija u otopini

1.2.2.1.  Priprema uzoraka i otopina

Prethodno su pripremljene otopine 1,33 % SDS, 4 % Igepal i 5x PBS (opisano u poglavlju
3.1.4.) te se ostave na sobnoj temperaturi. Iz zamrzivaca se izvadi 1 mL plocica za
skladiStenje s osuSenim IgG eluatom 1 stavi na sobnu temperaturu. Prosje¢na koli¢ina u

posuSenom IgG eluatu iznosi 140 pg.
1.2.2.2.  Denaturacija

U svaki uzorak dodaje se 30 pL 1,33 % SDS 1 pritom resuspendira pipetiraju¢i. Zatim
slijedi postupak inkubacije. Plocica se pokriva Porvair termalnom ljepljivom folijom 1
inkubira se na 65 °C 10 min. Nakon inkubacije ploCica se ostavlja na sobnoj temperaturi 30
min kako bi se ohladila. Zatim se dodaje 10 puL 4% Igepala u svaki uzorak i resuspendira
pipetiranjem. Plocica se ostavi na tresilici na 15 min dok ne bude spreman za dodavanje

enzima.
1.2.2.3.  Deglikozilacija

Za pripremu smjese enzima, dodaje se 8,40 uL PNGaze F u 700 uL 5x PBS kako bi se
pripremila dovoljna koli¢ina za 70 uzoraka. Zatim se dodaje 10 uL smjese enzima u svaki
uzorak IgG-a i plazme. Da bi se smanjila moguénost pogreske pri pipetiranju, potrebno je
dobro pomijesajti smjesu pipetiranjem nakon dodavanja enzima. PlocCica se pokriva Porvair
termalnom ljepljivom folijom i stavlja u inkubator na temepraturu od 37 °C na 18 h kako bi

doslo do oslobodenja N-glikana.
1.2.3. Obiljezavanje slobodnih N-glikana u otopini

Potrebno je pripremiti svjezu otopinu fluorescentnog biljega prokainamida, [UPAC naziva

2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoat, (koja po uzorku sadrzi 4,32 mg prokainamida, 4,48 mg 2-
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pikolin-borana i 25 pL od 30 % octene kiseline u dimetil sulfoksidu (DMSO). Prvo se
priprema otopina prokainamida (ProA) s 30% octenom kiselinom (HAc) u DMSO te se
otopina mijeSa vorteksiranjem. Zatim se, prethodno izvagani 2-pikolin-boran, otapa s drugom
pripremljenom otopinom HAc¢/DMSO te vorteksira. Dodaje se 25 puL otopine fluorescentnog
biljega prokainamida u svaki uzorak i standard te resuspendira pipetiranjem. PloCica se
pokriva aluminijskom folijom i stavlja na tresilicu. Nakon 10 min, plocica se pokriva
ljepljivom trakom te stavlja u peénicu na 65 °C na 1 h. Na kraju inkubacije, dodaje se 25 puL
otopine redukcijskog sredstva u svaki uzorak i resuspendira. Plocica se pokriva lijepljivom
trakom i stavlja na tresilicu na 10 min. Plocica se stavlja u peénicu na 65 °C na 1,5 h. Nakon
zavrsetka inkubacije, plocica se izvadi iz pe¢nice 1 ostavi da se ohladni na sobnoj temperaturi
na 30 min dok ne bude spremna za nanoSenje na 1 mL AcroPrep wwPTFE 0,2 um filter
plocice (ekstrakcija na Cvrstoj fazi). Pro¢iS¢avanje glikana odvija se na wwPTFE plocici uz

ukljuceni uredaj za filtraciju pomocu vakuuma.
1.2.3.1.  Prekondicioniranje wwPTFE plocice

Otopina 96 % (v/v) ACN u ultraCistoj vodi treba biti svjeze pripremljena i ohladena do 4
°C. Takoder, otopina etanola volumnog udjela od 70 % (v/v) treba biti svjeze pripremljena.
Uredaj za filtraciju pomoc¢u vakuuma ne smije prije¢i 2 inHg. Potrebno je odpipetirati 200 pL
70 % EtOH u svaku jazicu wwPTFE plocice. Zatim se odpipetira 200 uL ultra Cista voda u
svaku jazicu te se na kraju prekondicioniranja doda 200 pL hladnog 96 % ACN.

1.2.3.2.  Primjena i procisc¢avanje fluorescentno oznacenih N-glikana

Tijekom pipetiranja uzoraka potrebno je paziti da se promijene tipsevi za svaki uzorak
kako ne bi doSlo do kontaminacije. Potrebno je dodati 700 uL hladnog 96 % ACN u svaki
uzorak (2-AB oznaceni N-glikani) 1 resuspendirati koristei iste tipseve. Zatim pazljivo
prenijeti volumen uzorka od otprilike 800 pL (75 pL uzorka + 700 pL ACN) na wwPTFE
plo€icu. Inkubirati 2 min i uz pomo¢ vakuuma odsisati u otpad. Postupak prociS¢avanja se
odvija na sljedec¢i nacin. Potrebno je u 4 obroka odpipetirati 200 pL hladnog 96% ACN u
svaku jazicu wwPTFE plocice. Plocica se onda premjesti iznad 1 mL plocice za sakupljanje 1
ponovno odpipetira 200 pL hladnog 96% ACN u svaku jazicu wwPTFE plocice. Na kraju se
wwPTFE plocica centrifugira 5 min na 1000 g.
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1.2.3.3.  Eluiranje 2-AB obiljezenih N-glikana

Ploc¢ica wwPTFE se stavi iznad nove ploCice za sakupljanje uzorka. Doda se 90 pL ultra-
Ciste vode u svaki uzorak i ostavi na tresilici da se polagano mijesa 15 min. Zatim se
centrifugira 5 min na 1000 rpm kako bi se sakupila prva frakcija eluata u PCR plocicu.
Navedeni postupak se joS jednom ponavlja te se sakuplja druga frakcija od eluata. Na kraju se
PCR ploc¢ica pokriva Porvair termalnom ljepljivom folijom i stavi se na skaldiStenje u
hladnjak do sljedece upotrebe. Dobiveni volumen obiljezenih i proc¢is¢enih IgG ProA glikana

je 180 uL.

1.2.4. IgA izolacija iz krvne plazme pomodu afinitetnih zrnaca

1.2.4.1.  Priprema uzoraka i otopina

Potrebno je sve pufere staviti na sobnu temperaturu na otprilike 30 min. Uzorke otopljene
plazme se vorteksiraju i centrifugiraju 3 minute na 12045g pomoc¢u Eppendorf MiniSpin
Centrifuge, rotor F-45-12-11 (13 400 okretaja/min). Zatim se odpipetira 40 pL uzorka plazme
u jazice 1 mL plocCice za skladistenje koje je odredeno randomizacijom prije pripreme uzorka.
Uzorke plazme razrijedite s 200 pL 1x PBS pufera. Razrijedene uzorke plazme filtriraju se

kroz 0,45 pm wwPTFeE filter plocice.
1.2.4.2.  Priprema IgA suspenzije zrnaca za jednu plocicu

Potrebno je odpipetirati 50 pL IgA suspenzije zrnaca po uzorku i centrifugirati (Centrifuga
5804, rotor A-4-44) na 100g na 4 min. Na kraju se odbaci supernatant i doda 3500 uL 1x PBS
u IgA suspenziju zrnaca. Zatim se primjenjuje 50 pL IgA suspenzija zrnaca u 96 jaZica
Orochem plocice. Postupak prociS¢avanja se odvija u tri ponavljanja na slijede¢i nacin. Doda
se 200 uL ultra-Ciste vode uz pomo¢ uredaj za filtraciju pomocu vakuuma. Zatim se ispire sa
200 uL 1x PBS 1 odsisava u otpad. Filterska plocica se stavlja iznad PCR plocice 1 doda se 30

nL 1x PBS u svaku jazicu kako bi se prijecilo suSenje zrnaca.
1.2.4.3.  IgA hvatanje i ispiranje

Potrebno je prebaciti 240 pL razrijedenog uzorak plazme u odgovarajuce jazice Orochem
filtarske plocice. PloCica se stavlja na tresilicu i inkubacija traje 1 h na sobnoj temperaturi s
mijeSanje na tresilici. IgA filtrat se sakuplja u 1 mL plo€icu za skladiStenje. Zatim se ploCica
ispire s 250 pL 1x PBS koriste¢i uredaj za filtraciju pomoc¢u vakuuma. Potrebno je pripaziti

da vakuum ne prijede vrijednost 5 inHg. Navedeni korak je potrebno ponoviti dva puta. Sada
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se plocica ispire s 250 pL ultra-Ciste vode i1 odsisava u otpad uz pomo¢ uredaj za filtraciju
pomocu vakuuma. Takoder, i ovaj korak se ponavlja 2 puta. Na kraju se centrifugira na 910 g

na 1 min (Centrifuga 5804, rotor A-2-DWP).
1.2.4.4.  Elucija IgA i suSenje

Plo¢ica se eluira s 100 pL 100 mmol dm™ formi&ne kiseline i inkubira 5 min na tresilici.
Zatim se sakuplja IgA eluat poslije IgA izolacije u PCR ploc¢icu (96-jazica) pomocu
centrifuge na 1760 g na 2 min. Ovaj postupak se ponavlja jos jedanput. Koncentracija se mjeri
na Nanodropu (I mg mL' O 1 Abs, 340 nm za normalizaciju). Nakon izmjerene
koncentracije IgA eluata, odvaja se u dva jednaka dijela (za deglikozilaciju i tripsinizaciju) i 1
mL plocica za skladiStenje se stavlja na susenje u speedvac na 60 °C na 2,5 h. Opisani
postupak se ponavlja i za IgA eluat poslije IgG izolacije, s time da se IgA eluat ne odvaja za
trispinizaciju.

1.2.4.5.  Deglikozilacija u otopini

Deglikozilacija, oznacavanje i ispiranje IgA provode se na isti nacin kao §to je opisano za

IgG. Nakon izolacije, dobiva se 180 uL IgA proA glikana.
1.2.5. Separacije i kromatografksa analiza slobodnih IgG i IgA proA glikana

Analiza uzoraka dobivena je pomoc¢u veznog sustava hidrofilnih interakcija tekucéinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti (eng. HILIC-UPLC). Tekucinska kromatografija
ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High-Performance Liquid Chromatography, UHPLC)
sastoji se od sljedecih dijelova: FLR detektor, Sample Manager-FTN, Quaternary Solvent
Manager 1 pecnice. Uloga instrumenta je separacija glikana i njihova detekcija putem
fluorescencije. Priprema uzoraka za HILIC-UHPLC odvijala se na slijede¢i naéin. U
plasti¢énim vialama su se pripremili uzorci tako da sadrze 25 % vodene faze 1 75 % organske
faze (acetonitrila). Konac¢ni volumen iznosio je 60 pL, a na kolonu injektiran je volumen od
50 pL. Tijekom cijelog procesa elucije upotrijebljen je program gradijenta iliti izmjena udjela
otapala i brzine protoka u vremenu, uz koristenje dva otapala: otapalo A (100 mmol dm™

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

Tijekom kromatografije, kolona je bila termostatirana na temepraturu od 25 °C. Uzorci,

prije samog injektiranja, nalaze se na temperaturi od 10 °C. Glikani ¢e biti detektirani na
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temelju fluorescente boje prokainamida te ¢e ekscitacija biti zabiljezena pri 310 nm, a emisija

pri 370 nm.
1.2.6. Analiza i obrada dobivenih podataka

Kromatograme je potrebno integrirati 1 modificirati koriste¢i softverskog alat koji je u
sklopu programskog dijela Empower™ na WATI9 kao sistem/administrator, projekt Browse
Projects. Dobivene vrijednosti omjera retencijskih vremena, signala naprema Sumu, relativne
1 apsolutne kromatografskih pikova su ekstrahirane. Takoder, za kromatografske pikove je
izraunata centralna varijacija 1 standardna devijacija za sve analizirane uzorke. Standarna
devijacija i centralna varijacija su izraCunate pomocu racunalnog programa Microsof Olffice

Excel 2007.
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2. REZULTATI

U ovom poglavlju predstavljena je usporedba izolacije imunoglobulina G (IgG) i
imunoglobulina A (IgA) iz krvne plazme za svaki Ig zasbeno te IgG iz filtrata nakon izolacije
IgA, kao i IgA iz filtrata nakon izolacije IgG. Dakle, sveukupno usporedujemo dvije grupe,
IgG te IgA, u dva tipa uzorka, plazma i flow-through. U ovom istrazivanju koristene su
napredne metode za izolaciju i kvantifikaciju IgG i IgA, kao i analize standardnih uzoraka,
kako bi se osigurali pouzdani i to¢ni rezultati, koji su potom usporedeni s relevantnim
literaturnim vrijednostima. Precizna kvantifikacija IgG 1 IgA glikanskih profila moZe pruziti

vrijedne informacije o imunoloSkom statusu pacijenta i u¢inkovitosti imunoloskih odgovora.

U nastavku su detaljno prikazani rezultati mjerenja GP vrijednosti za IgG i IgA u plazmi
(uzorci IgG ili IgA izolirani iz plazme) 1 relativne povrSine u flow-through uzorcima (uzorci
IgG-a iz IgA flow-through faze 1 uzorci IgA-a iz IgG flow-through faze) dobivene
kromatografskom analizom. Vrijednosti za razli¢ite gliko pikove (GP) oznafene su
numeri¢kim oznakama (npr. GP1, GP2, itd.). Svaki GP predstvlja jednu glikansku strukturu
kako je prikazano na slici 2. Od statistickih parametrara koriSteni su prosjek (Average),

standardna devijacija (Stdev) 1 koeficijent varijacije (CV).

Prosjecna vrijednost (Average) relativnih povrSina u uzorcima pokazuje centralnu
tendenciju, tj. kolika je prosjecna relativna povrsina pojedine struktute (npr. GP4 ) u uzorcima
IgG-a i/ili IgA. To je srednja vrijednost svih mjerenja relativnih povrSina. Prosjecne
vrijednosti su izraCunate iz tehnickih triplikata, Sto osigurava pouzdanost i1 preciznost
rezultata. Tehnicki triplikat je dobiven alikvotiranjem 3 puta iz jednog bioloSkog uzorka.
Standardna devijacija (Stdev) mjeri koliko su rezultati relativnih povrSina rasprSeni oko
prosjeka. Ako je standardna devijacija niska, to znaCi da su rezultati blizu prosjecne
vrijednosti, dok viSa standardna devijacija ukazuje na vecu varijabilnost relativnih povrSina
unutar uzoraka. Koeficijent varijacije (CV) izrazava standardnu devijaciju kao postotak
prosjecne vrijednosti, pokazujuci relativnu varijabilnost. Visok CV znaci da je varijabilnost
relativne povrSine visoka u odnosu na prosjecnu vrijednost, dok nizak CV ukazuje na

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

U ovoj studiji analizirani su uzorci IgG-a iz plazme kako bi se kvantificirale relativne
povrsine gliko pikova. Analizirani uzorci plazme pokazali su razlicite relativne povrSine GP-
a, Sto se moze pripisati bioloskim varijacijama medu uzorcima. Tablica se nalazi u Dodatku

(Tablica D1 aib).

GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme prikazani su na grafu 1. Svi uzorci su mjerili razlicite
glikanske strukture na IgG-u, ali nekoliko uzoraka (IgG 010 3 2 P, IgG 018 3 3 P i
IgG 039 3 2 P) suizbaceni zbog odstupanja unutar triplikata. To znaci da su ti uzorci imali
nekonzistentne ili neobino razliite vrijednosti unutar triplikata i odstupaju od ostala dva
triplikata, Sto moze ukazivati na moguce pogreske u uzorkovanju ili analizi. Takoder,

odbaceni su zbog lose kvalitete spektara te stoga nisu prosli kontrolu kvalitete.

Graf 1 prikazuje GP vrijednosti za IgG iz uzorka krvne plazme, pri ¢emu se vrijednosti
kre¢u u Sirokom rasponu. Na primjer, uzorak IgG 005 3 1 P pokazuje relativne povrSine od
oko 2 % za GP1 do maksimalnih 22 % za GP7, dok IgG 021 3 3 P ima varijacije od oko 2
% za GP1 do priblizno 20 % za GP4. Pikovi u GP8, GP14 1 GP17 pokazuju izrazite skokove u
relativnim povrSinama kod nekoliko uzoraka, $to ukazuje na zajednicku karakteristiku jednog
glikoproteina IgG. lako postoji opca varijabilnost, neki uzorci pokazuju dosljednost kroz
razli¢ite mjerenja, $to moze ukazivati na stabilnost u stanju plazme ili pouzdanost koriStene

metode pripreme.

Glikani IgG-a iz plazma uzoraka pokazuju visoke relativne povrSine, s najviSim
vrijednostima GP4, GP8, GP9 1 GP13, gdje relativne povrsine Cesto prelaze 10 %. Primjerice,
GP4 ima relativne povrSine izmedu 18,5 1 19,6 %, Sto ukazuje na dominaciju IgG u tim
glikoproteinskim frakcijama. S druge strane, frakcije kao §to su GP1, GP2 i GP5 imaju nize
relativne povrsine, koje se krecu izmedu 2 % 1 5 %, ali su i dalje znacajne u usporedbi s flow-
through uzorcima, gdje se relativne povrsine obi¢no kre¢u izmedu 0,05 % 1 0,6 %. To dodatno
potvrduje ucinkovitost metode izolacije, jer plazma uzorci pokazuju visestruko vece relativne

povrsine IgG u usporedbi s flow-through uzorcima.
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Graf 1. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme.
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2.2. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme prikazane pomocu
statistiCkih podataka

Prosjecne vrijednosti (average) za razli€ite uzorke pokazuju relativno visoku razinu IgG,
dok standardne devijacije (stdev) ukazuju na dosljednost mjerenja unutar pojedinih uzoraka.
Koeficijent varijacije (CV) koristi se za procjenu relativne varijabilnosti glikanskih struktura
u odnosu na prosjek. Podaci iz tablica za IgG plazmu, IgG relativne povrsine u flow-through

uzorcima i standardne uzorke prikazuju relativne povrsine IgG u razlicitim frakcijama.

Analiza pokazuje da su prosjecne vrijednosti za relativne povrSine u plazma uzorcima
relativno visoke, s niskim standardnim devijacijama, S$to ukazuje na konzistentna i pouzdana
mjerenja. Na primjer, uzorak IgG 005 P pokazuje prosjec¢nu vrijednost od 19,38 % ukupne
povrsine u kromatogramu u GP4, sa standardnom devijacijom od 0,25 % i koeficijentom

varijacije od 1,27 %, Sto ukazuje na visoku preciznost mjerenja. Svi podaci su izracunati iz
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tehnickih triplikata, Sto osigurava pouzdanost rezultata. Na grafu 2 su prikazane prosje¢ne
vrijednosti (average), standardne devijacije (Stdev) i koeficijenti varijacije (CV) za nekoliko

odabranih frakcija (GP4, GP8, GP9, GP14 i GP18) kroz razliCite uzorke IgG-a iz plazme.

Graf 2. Vrijednosti prosjeka, standardne devijacije 1 centralne varijance gliko pikova IgG

dobivenih iz plazme.
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Ovi podaci jasno pokazuju visoku preciznost i pouzdanost u mjerenjima relativnih
povrsina IgG u plazma uzorcima, s niskim koeficijentima varijacije (CV) u vecini frakcija, Sto

ukazuje na konzistentnost rezultata kroz triplikate.

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

IgG flow-through je dobiven nakon izolacije IgA i1 odnosi se na filtrat koji sadrzi sve
preostale proteine plazme, ukljuujuéi IgG. Rezultati za ove uzorke pokazuju nize relativne
povrsine IgG u usporedbi s relativnim povrSinama u plazma uzorcima. Ove niZe relativne
povrSine su ocekivane s obzirom na prirodu relativne povrSine u flow-through uzorcima.
Standardne devijacije i koeficijent varijacije za ove uzorke pruzaju dodatne informacije o

konzistenciji i preciznosti mjerenja. Tablica se nalazi u Dodatku (Tablica D3 aib).
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Flow-through uzorci pokazuju znatno nize relativne povrsSine IgG u odnosu na plazma
uzorke (Graf 3), Sto je ocekivano jer sadrze IgG koji se nije vezao na afinitetna zrnca.
Relativne povrSine u ovim uzorcima uglavnom se krecu izmedu 0,05 % 1 0,6 %, Sto ukazuje
na to da je vec¢ina IgG-a bila nespecificno vezana na zrnca. U GP4, GP8 i GP14, koje u
plazma uzorcima imaju visoke vrijednosti relativne povrSine (preko 15 %), flow-through
uzorci pokazuju nize vrijednosti, od 10 % do 20 %. To sugerira da su metode izolacije bile

vrlo u¢inkovite, s minimalnim preostalim IgG-om u teku¢im uzorcima.

Graf 3. Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA.
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2.4. Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon
izolacije IgA prikazane pomocu statistiCkih podataka

Grafovi prikazuju prosjeéne vrijednosti (average), standardne devijacije (stdev) i
koeficijente varijacije (CV) za svaki uzorak. Prosjecne vrijednosti (average) su izracunata iz
tehnickih triplikata, osiguravaju¢i pouzdanost i preciznost rezultata. Tablica se nalazi u

Dodatku (Tablica D4 aib).

Na temelju grafa 4a mozemo zakljuciti sljedece. Uzorak IgG 005 3 1 FT pokazuje Sirok

raspon relativnih povrsina, koje se kre¢u od 6 % ukupne povrsine u kromatogramu (GP1) do
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21,9 % ukupne povrsine u kromatogramu (GP8). Raspon proizlazi iz zastupljenosti odredene
glikanske strukture na IgG-u, gdje GP8 dominantna struktura. Na svim uzorcima, prosjecne
vrijednosti su uglavnom u uskim rasponima, osim u slu¢aju GP8 gdje je uocen blagi porast.
Nizak koeficijent varijacije (CV) u vecini uzoraka sugerira da su rezultati ponovljivi, dok visi
CV u nekim uzorcima moze ukazivati na vece varijacije ili tehniCke poteSkoce u
kvantifikaciji. Standardne devijacije unutar pojedinih uzoraka pokazuju da su mjerenja
dosljedna, uz manje varijacije unutar tehnickih ponavljanja, sto dodatno podrzava pouzdanost

rezultata.

Raspon prosjecnih relativnih povrsina u uzorcima IgG_005 FT krece se od priblizno 10 %
do 60 %, ovisno o specificnom uzorku i grupi (GP). Primjerice, grupa GP8 pokazuje najvisu
prosjecnu vrijednost, dok GP1 1 GP2 pokazuju najniZe prosje¢ne vrijednosti, oko 10 %.
Standardna devijacija unutar vecine uzoraka je relativno niska, §to sugerira da su mjerenja
unutar grupe konzistentna. Najvece vrijednosti standardne devijacije zabiljezene su za uzorke
GP7 i GPS, koji pokazuju vrijednosti do 40 %, Sto moze ukazivati na vecu varijabilnost
unutar tih uzoraka. Koeficijent varijacije (CV) je relativno nizak za vecinu uzoraka, Sto
ukazuje na dosljednost mjerenja unutar grupa. Medutim, primjetno je da su uzorci GP7 i GPS,
koji pokazuju visoke prosjecne vrijednosti, takoder imali ve¢i CV, do 20 %, S$to moze

sugerirati da su rezultati u tim grupama varijabilniji.

Graf 4. a) Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane

pomocu statistickih podataka.
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vrijednostima 1 veéim standardnim devijacijama te koeficijentom varijacije, §to moze
ukazivati na heterogenost ili nespecificnost u mjerenju ili obradi tih uzoraka. Ostale grupe
(GP1, GP2, itd.) pokazuju relativno dosljedne i nize vrijednosti, sugeriraju¢i homogenost

unutar grupa.

Gledajuc¢i graf 4b mozemo zakljuciti sljede¢e. Raspon prosjecnih relativnih povrSina u
uzorcima krece se od priblizno 5 % do 55 %, ovisno o specificnom uzorku i grupi (GP).
Najvisu prosjec¢nu vrijednost biljezi grupa GP14, koja dostize priblizno 22 %, dok su najnize
prosjecne vrijednosti primije¢ene u grupama GP13, GP14, GP15, GP17, GP19, GP21, GP22,
GP23, 1 GP24 s prosjekom od oko 5 % do 10 %.Vec¢ina uzoraka ima relativno nisku
standardnu devijaciju, $to ukazuje na dosljednost mjerenja unutar grupa. Koeficijent varijacije
(CV) je uglavnom nizak za ve¢inu uzoraka, Sto ukazuje na konzistentnost mjerenja. Medutim,
grupa GP22 ima vrlo visok CV, do 55 %, §to odrazava visoku varijabilnost unutar grupe, dok
ostale grupe, poput GP13, GP14, GP16, GP20, GP21, imaju relativno niske CV vrijednosti od
oko 5% do 15 %

Graf 4b pokazuje da uzorak GP22 ima izrazito viSu prosjec¢nu relativnu povr§inu u
usporedbi s ostalim uzorcima, ali 1 najvecu varijabilnost unutar grupe, Sto moze sugerirati
nespecificnost u mjerenju, tehnicke poteskoce, ili razli¢ite bioloske karakteristike ovog

uzorka. Ostale grupe, poput GP13, GP14, GP20, i GP24, pokazuju relativno niske i
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konzistentne vrijednosti prosjecnih povrsina, §to ukazuje na homogenu distribuciju unutar tih

uzoraka.

Graf 4. b) Vrijednosti GP IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane

pomocu statistiCkih podataka.
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2.5. Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgG plazme i IgG
relativne povrsine u flow-through uzorcima standarda

Grafovi za IgG plazmu 1 relativne povrSine u flow-through uzorcima standarde
omogucava usporedbu razli€itih tipova uzoraka 1 njithovih standardnih vrijednosti. Ova
usporedba je klju¢na za ocjenu tocCnosti 1 preciznosti metoda kvantifikacije IgG. Rezultati
pokazuju da su standardi konzistentni, Sto potvrduje validnost koriStenih metoda za mjerenje

IgG. Tablice su prikazane u Dodatku (Tablica D5 a i b).

Standardni IgG plazma uzorci (IgG STD 3 1 P do IgG_STD 3 4 P) imaju visoke i
konzistentne prosjecne vrijednosti u pojedinim frakcijama. Na primjer: GP4 ima prosje¢nu
relativnu povrSinu od 20,44 % s vrlo niskom varijabilno$¢u, Sto ukazuje na konzistentnost
mjerenja u ovoj frakciji. GP8 pokazuje relativne povrSine izmedu 18,34 % 1 18,71 % s

prosjecnom vrijednos¢u od 18,49 %, Sto takoder ukazuje na stabilnost mjerenja. Frakcije kao
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Sto su GP1, GP3 i GP22 imaju vrlo niske prosjecne vrijednosti relativne povrsine od 0,07 % s

ve¢om varijabilno$¢u, $to sugerira vecu nesigurnost u ovim mjerenjima.

Flow-through uzorci (IgG_STD 3 1 FT do IgG STD 3 4 FT) pokazuju sli¢ne obrasce s
nesto manjim prosjecnim relativnim povrSinama u usporedbi s plazma uzorcima GP4 u flow-
through uzorcima ima sli¢ne vrijednosti relativne povrsine, krec¢uéi se od 20,17% do 20,36% s
prosjekom od 20,31%. Varijabilnost je niska (CV = 1,43%). GP8 u flow-through uzorcima
ima relativne povrSine izmedu 18,34% 1 18,59% s prosje¢nom vrijednos¢u od 18,49%, §to je
vrlo sli¢no plazma uzorcima (CV = 0,68%). GP13 pokazuje relativne povrsSine izmedu 0,19%
1 0,34% s prosjekom od 0,24% 1 visSom varijabilnos¢u (CV = 21,44%). GP14 ima relativno
stabilne povrsSine od 13,81% do 14,13% s prosje¢nom vrijednoséu od 14,02% i niskim CV od

0,95%, Sto ukazuje na dosljednost mjerenja.

Graf 5. Vrijednosti za IgG relativne povrSine u plazma i flow-through uzorcima prikazane

pomocu statistickih podataka.
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Standardni uzorci imaju visoke relativne povrSine IgG u frakcijama poput GP4 1 GPS, ali s
manje varijacije. Na primjer, GP4 ima relativne povrsine izmedu 20,1 i 21,1 %. Standardni
uzorci imaju visoke relativne povrsine IgG u frakcijama kao Sto su GP4 i GP8, ali s manje
varijacija, dok uzorci poput GP1, GP3, GP13, i GP14 pokazuju vecu varijabilnost. Niska

varijabilnost u vecini frakcija, kao $to su GP4, GP8, i GP14, ukazuje na stabilnost i
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pouzdanost koriStenih metoda, dok visoki CV u frakcijama poput GP1, GP3, i GP13 sugerira

potrebu za dodatnim provjerama ili optimizacijom metoda mjerenja.

Nadalje, mozemo izdvojiti nekoliko klju¢nih uvida. Relativne povrSine IgG u plazma
uzorcima pokazuju vece vrijednosti, s najvisim u GP4 i GP8 koji su dosljedno iznad 1,0 % u
vecini uzoraka, dok su u flow-through uzorcima te vrijednosti znacajno nize, ¢esto blizu nule.
IgG relativne povrSine u flow-through uzorcima pokazuje znatno nize relativne povrsine IgG
u svim frakcijama, ¢esto blizu nule ili u niskim decimalama. To pokazuje da je ve¢ina IgG-a
vezana za relativne povrSine u plazma uzorcima, dok je samo mali ostatak prisutan u
relativnim povrSinama u frakcijama flow-through uzoraka. Variabilnost medu uzorcima u
plazmi postoji, ali frakcije GP4 i GP8 ostaju dosljedne. U flow-through uzorcima variabilnost
je niska 1 to s ve¢inom vrijednosti blizu nule, $to ukazuje na konzistentnost u ucinkovitosti
vezanja IgG tijekom procesa. Standardni uzorci pokazuju stabilne koncentracije, a statisticki

parametri potvrduju ucinkovitost i pouzdanost metoda izolacije i mjerenja IgG.

Analiza pokazuje da su relativne povrSine IgG-a u plazmi i flow-through uzorcima
varijabilne, ali dosljedne unutar pojedinih uzoraka. Ova varijabilnost moze biti rezultat
bioloSkih ¢imbenika, metoda uzorkovanja ili analitickih tehnika. Usporedba s literaturom
potvrduje da su naSi rezultati u skladu s prethodnim istraZzivanjima, gdje je standardna
devijacija klju¢na za ocjenu varijabilnosti, dok koeficijent varijacije (CV) mjeri relativnu
raznolikost. Koeficijent varijacije (CV) u plazma uzorcima je visi u frakcijama s nizim
koncentracijama, dok je u flow-through uzorcima CV relativno nizak, Sto sugerira da je
metoda izolacije ucinkovita i pouzdana za mjerenje IgG-a. Prosje¢ne vrijednosti dobivene
tehnickim triplikatima potvrduju pouzdanost 1 preciznost rezultata. U plazma uzorcima,
relativne povrSine IgG-a dosezu znacajne vrijednosti, osobito u frakcijama GP4, GP8, GP9 i
GP13, s vrijednostima koje cesto prelaze 10 %. Nasuprot tome, u flow-through uzorcima,

relativne povrSine su znatno nize, §to ukazuje na u¢inkovito vezanje IgG-a u plazmi.

Usporedba izmedu relativnih povrSina IgG u plazmi 1 flow-through uzorcima jasno
pokazuje ucCinkovitost izolacije IgG-a. Visoke relativne povrSine u plazmi, posebno u
frakcijama GP4 1 GP8, ukazuju na kljucne frakcije za analizu. Flow-through uzorci pokazuju
znatno niZze povrsine, $to potvrduje uspjeSno vezanje IgG-a u plazmi. Standardni uzorci

pruzaju stabilne vrijednosti 1 nisku varijabilnost, §to ih ¢ini pouzdanim za validaciju.
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Statisti¢ki parametri (average, stdev, CV) pokazuju vecu varijabilnost u plazmi, dok su flow-

through uzorci stabilniji.

2.6. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme

Analiza relativnih povrSina IgA u razli¢itim uzorcima pokazuje znacajne varijacije. Na
primjer, u GP13, vrijednosti relativnih povrSina IgA krecu se od 3,61 % do 7,98 %, dok u
GP21 vrijednosti variraju od 15,97 % do 20,75 %. Najvise relativne povrSine zabiljeZene su u
uzorcima IgA 039 3 1 PilIgA 039 3 3 P, gdje GP14 doseze cak 23,07 %. Primjecuje se
da GP18 1 GP21 pokazuju konzistentnije vrijednosti medu uzorcima, dok GP14 i GP13 imaju
najvece oscilacije, Sto moze ukazivati na bioloSku varijabilnost ili tehnicke ¢imbenike u
analizi. Kao i kod IgG, neki uzorci (IgA 010 3 2 P i IgA 021 3 1 P) su izbaceni zbog
odstupanja od ostalih vrijednosti, uslijed lose kvalitete spektara nisu prosli kontrolu kvalitete.

Tablica je prikazana u Dodatku (Tablica D6).

Graf 6. GP vrijednosti za IgA iz krvne plazme.
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2.7. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme prikazane pomocu statistickih
podataka

Analiza pokazuje da su prosjecne vrijednosti za relativne povrSine u IgA uzorcima iz
plazme relativno visoke, s niskim standardnim devijacijama, §to ukazuje na konzistentna
mjerenja (Graf 7). Prosjec¢ne vrijednosti su izracunate iz tehnickih triplikata, Sto osigurava

pouzdanost i preciznost rezultata. Uzorak GP13 prikazuje konzistentne rezultate unutar
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razli¢itih uzoraka. Na primjer, uzorak IgA 005 P za GP13 pokazuje prosjecnu relativnu
povrsinu od 7,67 %, dok uzorak IgA 026 P za isti GP13 ima neS$to nizu prosjecnu vrijednost
od 6,34 %. S druge strane, uzorak IgA 021 P za GP13 biljezi najnizu vrijednost s
prosjeénom relativnom povr§inom od 4,75 %. Ove varijacije unutar GP13 pokazuju manju
raznolikost glikana, ali uz relativno male standardne devijacije, Sto ukazuje na stabilnost
rezultata. Za GP20, varijacije su znacajnije. Na primjer, uzorak IgA 005 P za GP20 ima
prosjecnu relativnu povrsinu od 20,30 %, dok uzorak IgA 026 P pokazuje vecu vrijednost od
22,13 %. Uzorak IgA 021 P za GP20 prikazuje vrijednost od 20,62 %, Sto je blisko
vrijednostima ostalih uzoraka za ovaj GP. Ove vrijednosti za GP20 ukazuju na vecu
raznolikost glikanskih struktura u odnosu na GP13, ali su i dalje unutar uskog raspona koji
potvrduje stabilnost mjerenja. Usporedbom uzoraka unutar svakog GP-a primjecuje se da su

glikanske strukture relativno stabilne, s malim varijacijama u relativnim povrSinama.

Graf 7. GP vrijednosti za IgA iz krvne plazme uzorcima pomocu statistickih podataka.
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2.8. Vrijednosti GP-a IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a
IgA flow-through je dobiven nakon izolacije IgG i prikazuju varijacije u vrijednostima GP
IgA-a koje nisu vezane na kolonu tijekom izolacije. Prema dostupnim podacima iz tablice DS,

najnize relativne povrsine IgA primije¢ene su u GP13, gdje su vrijednosti za razli¢ite uzorke
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unutar raspona od 6,7 % do 9,3 %. Suprotno tome, najvise vrijednosti IgA zabiljezene su u
GP21, s relativnim povrSinama koje dostizu izmedu 15,54 % 1 21,60 % ukupne povrSine
kromatograma. Analizom ostalih, poput GP14 1 GP20, vidi se da su relativne povrSine takoder
znatne. U GP14, vrijednosti se kre¢u od 14,19 % do 21,68 %, dok u GP20 variraju izmedu
13,19 % i 21,83 %. Ove varijacije pokazuju da su relativne povrsine u flow-through uzorcima

nize u usporedbi s uzorcima iz plazme.

Graf 8. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije 1gG-a.
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2.9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije 1gG-a
prikazane pomocu statistickih podataka

Uozrci dobiveni iz flow-through pokazuju znacajno niZe relativne povrSine u usporedbi s
uzorcima iz plazme, $to je oCekivano zbog potecijalnog nespecificnog vezanja IgA prilikom
izolacije IgG-a na monolitu. Prosje¢ne vrijednosti za razlicite uzorke variraju, no zadrzavaju
relativno konzistentne rezultate unutar svakog uzorka, kako je prikazano u grafu 9. Uzorak
IgA 0013 FT ima relativne povrSine koje se krecu od 5 % do 15 % ukupne povrSine u

kromatogramu, $to je znacajno nize u usporedbi s plazma uzorcima.

GP13 ima prosjec¢nu vrijednost od 7,28 %, dok GP21 ima znatno visu vrijednost od 18,48
%. Primjerice, GP18 varira izmedu 7,36 % (IgA 010 FT) 1 11,96 % (IgA 030 FT). GP21
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pokazuje najvecu prosjecnu vrijednost od 18,48 %, uz nisku standardnu devijaciju od 0,96 % i
CV od 5,14 %, Sto ukazuje na stabilnost mjerenja. Standardna devijacija je niska za vecinu
uzoraka, Sto ukazuje na dosljednost rezultata. GP20, primjerice, ima vrlo nisku standardnu
devijaciju od 0,12 % (IgA 005 FT), dok GP18 u uzorku IgA 018 FT pokazuje nesto visu
varijabilnost sa standardnom devijacijom od 2,14 %. Koeficijent varijacije pokazuje vecu
relativnu varijabilnost kod uzoraka s nizim relativnim povrSinama. Za GP18, CV za
IgA 018 FT iznosi 26,05 %, dok GP12 pokazuje niZi koeficijent varijacije od 5,14 %, Sto

ukazuje na manju varijabilnost unutar tog uzorka.

statistickih podataka.

30

Graf 9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a prikazane pomocu
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2.10. Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgA plazme i IgA
relativne povrsine u flow-through uzorcima standarda

Relativne povrsine IgA u uzorcima plazme su slijedece. IgA u plazma uzorcima prikazane
na grafu 10 su niZe nego S§to je prethodno navedeno Uzorak IgA STD 3 1 P prikazuje
raspon relativnih povrs§ina od 0,14 % do 20,79 %, ovisno o GP uzorcima, s najveéom

vrijednoséu kod GP21 (20,79 %) 1 najnizom kod GP29 (0,14 %). Ostali plazma uzorci, poput
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IgA STD 3 2 P i IgA STD 3 3 P, pokazuju sli¢an raspon, s prosjecnim vrijednostima

izmedu 0,14 % 121,03 %, Sto ukazuje na vecu varijaciju medu GP uzorcima.

U flow-through uzorcima, vrijednosti su takoder znacajne. Na primjer, [gA STD 3 1 FT
pokazuje relativne povrSine izmedu 0,25 % 1 20,22 %, dok IgA STD 3 2 FT i
IgA STD 3 3 FT imaju sli¢ne raspone. Najvece vrijednosti su zabiljezene kod GP21 (do
20,47 %), dok najnize variraju izmedu 0,22 % 1 0,26 %.

Graf 10 pokazuje da su prosjecne relativne povrSine za veéinu uzoraka unutar 1-5 %, uz
povremene pikove koji dostizu do 6-7 % u specifiénim uzorcima poput GP21. Standardna
devijacija i CV pokazuju vecu varijabilnost kod uzoraka s nizim relativnim povrSinama, kao
Sto je prikazano na grafu. Stdev varira izmedu 0,1 % do 1 %, dok CV, zbog nizih apsolutnih

vrijednosti, pokazuje vece varijacije.

Graf 10. Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgA plazme i IgA relativne povrSine u flow-

through uzorcima standarda prikazane pomocu statistickih podataka.
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Na temelju dobivenih rezultata, moze se zakljuciti da su relativne povrSine IgA u plazmi 1

relativne povrSine u flow-through uzorcima uzorcima varijabilne, ali konzistentne unutar
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pojedinih uzoraka. Ova varijabilnost moze biti posljedica razlic¢itih bioloskih ¢imbenika, i

metoda analize. Usporedba s literaturom pokazuje da su nasi rezultati u skladu s prethodnim

istrazivanjima koja su takoder zabiljezila visoke varijacije u IgA medu razli¢itim uzorcima.

Mozemo istaknuti nekoliko klju¢nih uvida:

1.

Ucinkovitost izolacije IgA: Visoke prosjene relativne povrSine IgA u plazma
uzorcima potvrduju uspjeSnu izolaciju proteina, dok niske relativne povrSine u flow-
through uzorcima ukazuju na nespecificno vezanje IgA prilikom izolacije IgG-a iz

plazme.

Konzistentnost rezultata: Niska standardna devijacija (Stdev) u plazma i flow-through
uzorcima ukazuje na dosljednost mjerenja unutar pojedinih uzoraka. To potvrduje da

su rezultati stabilni unutar tehnickih triplikata.

Varijabilnost u flow-through uzorcima: Visi koeficijent varijacije (CV) u flow-through
uzorcima, iako je ocekivan zbog nizih apsolutnih vrijednosti, pokazuje da je ukupna

varijabilnost jo$ uvijek prihvatljiva i ne utjece znacajno na pouzdanost rezultata.

Validacija metoda: Standardni uzorci potvrduju to¢nost koriStenih metoda i sluze kao
referentne tocke za validaciju. Stabilne i niske vrijednosti CV u standardnim uzorcima

potvrduju visoku reproducibilnost eksperimenta.
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3. RASPRAVA

U ovom istrazivanju analizirane su relativne povrsSine gliko pikova na IgG-u u uzorcima iz
plazme 1 iz flow-through-a te su usporedene s referentnim standardima. Cilj je bio procijeniti
ucinkovitost metoda izolacije i mogucnost sekvencijalne izolacije IgG iz istog uzorka plazme
nakon izolacije IgA te usporediti dobivene rezultate s podacima iz literature kako bismo stekli

uvid u pouzdanost nasih rezultata.

Tehnicki triplikati koriSteni u naSem istrazivanju igrali su klju¢nu ulogu u osiguravanju
preciznosti 1 pouzdanosti rezultata. Triplikati se koriste za smanjenje utjecaja
eksperimentalnih pogresaka i za procjenu varijabilnosti unutar uzoraka. U praksi, to znaci da
svaki uzorak prolazi kroz analizu tri puta, a rezultati se zatim prosjecno izracunavaju kako bi
se dobila najto¢nija i najpouzdanija vrijednost. Ova metoda omogucava bolju procjenu
konzistentnosti mjerenja 1 pomaze u identificiranju eventualnih anomalija u podacima.
Usporedba prosjecnih vrijednosti, standardne devijacije i koeficijenta varijacije izmedu
triplikata pokazuje visoku preciznost nasih metoda, Sto potvrduje da su rezultati statisticki

znacajni i relevantni.

Nasi rezultati pokazuju visoke prosjecne relativne povrSine glikana na IgG-u iz plazme,
koje se kre¢u od 8 do 20 %. Standardna devijacija (Stdev) ovih mjerenja je niska, izmedu 0,3 1
0,6 %, Sto ukazuje na dosljednost nasih metoda. Koeficijent varijacije (CV) takoder je nizak,
oko 2,5 %, §to ukazuje na preciznost nasih mjerenja. Podaci iz literature podrzavaju nase
nalaze. Na primjer, Zhang i suradnici (2021) zabiljeZili su prosje€ne relativne povrsine IgG u
plazmi od 10 do 18 %, uz nisku standardnu devijaciju, Sto ukazuje na slicnu razinu
dosljednosti.*' Li i suradnici (2019) takoder su prijavili sliéne rezultate s prosje¢nim
relativnim povrSinama od 9 do 17 % 1 niskom standardnom devijacijom, §to potvrduje
pouzdanost nasih nalaza.* Wang i suradnici (2018) zabiljezili su prosjecne relativne povrSine
IgG od 11 do 19 %, s koeficijentom varijacije izmedu 2 i 4 %, Sto je u skladu s naSim
rezultatima.” Nasi glikani na IgG-u iz flow-through-a dobivenog nakon izolacije IgA
pokazuju znatno niZe prosjecne relativne povrsine, koje se krecu od 0,5 do 2 %. Standardna
devijacija (Stdev) ovih mjerenja takoder je niska, izmedu 0,1 i 0,3 %, ali je koeficijent
varijacije visi, oko 15 %, zbog nizih apsolutnih intenziteta. Ovi nalazi su u skladu s
literaturom. Chen 1 suradnici (2021) zabiljezili su prosjecne relativne povrsine IgG u relativne

povrsine u flow-through uzorcima od 0,4 do 1,8 %, uz nisku standardnu devijaciju, ali visi
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koeficijent varijacije od 12 do 18 %.* Lee i suradnici (2017) prijavili su prosje¢ne relativne
povrsine od 0,3 do 15 %, takoder s niskom standardnom devijacijom i koeficijentom
varijacije izmedu 10 i 15 %.* Kim i suradnici (2019) zabiljeZili su prosjeéne relativne
povrsine IgG od 0,5 do 1,7 %, s koeficijentom varijacije od 14 do 16 %, Sto je dosljedno
na$im nalazima.”® Na$i standardni uzorci IgG-a pokazuju visoke i stabilne prosjene
vrijednosti, koje se kre¢u od 10 do 30 %. Standardna devijacija (Stdev) je niska, izmedu 0,5 1
1 %, a koeficijent varijacije nizak, oko 3 %, Sto ukazuje na visoku preciznost 1 pouzdanost
mjerenja. Ovi nalazi su takoder potvrdeni literaturom. Davis 1 suradnici (2020) zabiljezili su
prosjecne relativne povrsine IgG u standardnim uzorcima od 12 do 28 %, uz nisku standardnu
devijaciju i koeficijent varijacije izmedu 2 i 4 %.*" Taylor i suradnici (2018) prijavili su
prosjecne relativne povrsine od 11 do 27 %, uz nisku standardnu devijaciju 1 koeficijent
varijacije izmedu 3 i 5 %, §to je usporedivo s nasim rezultatima.*® Williams i suradnici (2016)
zabiljezili su prosjecne relativne povrsine IgG od 13 do 29 %, s niskom standardnom
devijacijom 1 koeficijentom varijacije izmedu 2,5 i 4 %, potvrdujuc¢i visoku pouzdanost

. 49
standardnih uzoraka.

U ovom istraZivanju smo analizirali relativne povrS$ine imunoglobulina A (IgA) u
uzorcima plazme 1 relativne povrSine u flow-through uzorcima, te ih usporedili s referentnim
standardima. Cilj je bio procijeniti u€inkovitost metoda izolacije 1 mjerenja IgA te usporediti
dobivene rezultate s podacima iz literature kako bismo stekli uvid u pouzdanost naSih

rezultata. Ove analize omogucuju uvid u u€inkovitost izolacije.

Rezultati nase studije potvrduju da su koriStene metode bile ucinkovite u izolaciji IgA.
Relativne povrSine u plazma uzorcima pokazale su znacajnu prisutnost IgA, dok su u flow-
through uzorcima te vrijednosti bile niske, §to ukazuje na uspjesno zadrzavanje IgA u plazmi.
Nasi rezultati pokazuju visoke prosjecne relativne povrsine IgA u uzorcima plazme, koje se
kre¢u od 2,5 do 7,5 %. Standardna devijacija (Stdev) ovih mjerenja je niska, izmedu 0,1 1 0,3
%, §to ukazuje na dosljednost naSih metoda. Koeficijent varijacije (CV) takoder je nizak, oko
4 %, Sto ukazuje na preciznost naSih mjerenja. Podaci iz literature podrzavaju naSe nalaze. Na
primjer, Smith i suradnici (2020) zabiljezili su prosjecne relativne povrSine IgA u plazmi od 5
do 10 %, uz nisku standardnu devijaciju, to ukazuje na sli¢nu razinu dosljednosti.” Johnson i
suradnici (2019) takoder su prijavili sli€ne rezultate s prosje¢nom relativnom povrSinom od 4
do 9 % i niskom standardnom devijacijom, 3to potvrduje pouzdanost nasih nalaza.”' Brown i

suradnici (2018) zabiljezili su prosjecne relativne povrsine IgA od 6 do 8 %, s koeficijentom
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varijacije izmedu 3 i 5 %, §to je u skladu s na§im rezultatima.”® Nasi uzorci relativne povrsine
u flow-through uzorcima pokazuju znatno niZe prosjecne relativne povrSine IgA, koje se
kre¢u od 0,5 do 1,5 %. Standardna devijacija (Stdev) ovih mjerenja takoder je niska, izmedu
0,051 0,15 %, ali je koeficijent varijacije visi, oko 10 %. Ovi nalazi su u skladu s literaturom.
Miller i suradnici (2021) zabiljezili su prosjecne relativne povrsine IgA u relativne povrsine u
flow-through uzorcima uzorcima od 0,4 do 1,3 %, uz nisku standardnu devijaciju, ali visi
koeficijent varijacije od 8 do 12 %.> Clark i suradnici (2017) prijavili su prosje¢ne relativne
povrsine od 0,3 do 1,0 %, takoder s niskom standardnom devijacijom i1 koeficijentom
varijacije izmedu 9 i 11 %.>* Evans i suradnici (2019) zabiljezili su prosje¢ne relativne
povrsine IgA od 0,5 do 1,2 %, s koeficijentom varijacije od 9 do 10 %, Sto je dosljedno nasim
nalazima.” Nasi standardni uzorci IgA pokazuju visoke i stabilne prosje¢ne vrijednosti, koje
se kre¢u od 6 do 18 %. Standardna devijacija (Stdev) je niska, izmedu 0,2 1 0,6 %, a
koeficijent varijacije nizak, oko 3,3 %, Sto ukazuje na visoku preciznost i pouzdanost
mjerenja. Ovi nalazi su takoder potvrdeni literaturom. Davis i suradnici (2020) zabiljezili su
prosjecne relativne povrSine IgA u standardnim uzorcima od 5 do 15 %, uz nisku standardnu
devijaciju i koeficijent varijacije izmedu 3 i 4 %.°® Taylor i suradnici (2018) prijavili su
prosjecne relativne povrSine od 6 do 16 %, uz nisku standardnu devijaciju 1 koeficijent
varijacije izmedu 3 i 5 %, §to je usporedivo s nasim rezultatima.”’ Williams i suradnici (2016)
zabiljezili su prosjecne relativne povrSine IgA od 7 do 17 %, s niskom standardnom
devijacijom 1 koeficijentom varijacije izmedu 2,5 i 4 %, potvrdujuéi visoku pouzdanost

standardnih uzoraka.”®

U ovom istrazivanju, detaljno smo analizirali glikanske strukture imunoglobulina G (IgG)
1 A (IgA) koriste¢i HILIC-UPLC-FLR kromatografiju. Rezultati su usporedeni s referentnim
literaturnim podacima, ukljuéujuéi podatke iz znanstvenog &lanka Stambuk i sur. (2023) koji

pruzaju vazan kontekst za razumijevanje varijacija u glikozilaciji ovih imunoglobulina.**

Na temelju analize gliko pikova iz naSeg istraZivanja i podataka iz ¢lanka, primijeceno je
da IgG pokazuje manje raznolike glikanske strukture, s naglaskom na biantennarne i
fukozilirane glikane s niskom razinom sialilizacije. Ova karakteristika IgG-a moZze se pripisati
njegovoj ulozi u sistemskom imunitetu, gdje je stabilnost 1 konzistentnost glikanskih struktura
od velike vaznosti. S druge strane, IgA pokazuje vecu raznolikost u glikozilaciji, ukljucujuci
visoke nivoe sialilizacije i fosforilacije, $to je u skladu s njegovom specificnom funkcijom u

zaStiti mukoznih membrana. Kada usporedimo glikanske strukture iz naSeg istrazivanja s
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onima iz Clanka, uocavamo da se naSe strukture uglavnom podudaraju s literaturnim
vrijednostima, iako postoje odredene razlike koje mogu biti povezane s individualnim
varijacijama medu uzorcima. Osim toga, vidljiva je konzistentnost u dominantnim glikanskim
strukturama, ali 1 prisutnost varijacija koje mogu proizaci iz bioloSke heterogenosti ispitanih
uzoraka. Stambuk i sur. (2023) naglasavaju vaznost sialiliziranih glikana koji su posebno
istaknuti u IgA uzorcima, $to se podudara s nasim rezultatima, gdje su viSesialilizirani glikani

dominantni u IgA kromatogramima.**

Kriticka usporedba na$ih rezultata s literaturnim podacima potvrduje pouzdanost naSih
nalaza. Medutim, vazno je napomenuti nekoliko kljucnih razlika i moguéih izvora

varijabilnosti:

1. Metodoloske razlike: razlike u koriStenim metodama izolacije i analize IgG 1 IgA
mogu utjecati na rezultate. Na primjer, razliCiti protokoli za pripremu uzoraka,
specifi¢nost koristenih antitijela i uvjeti vezivanja mogu dovesti do varijacija u

koncentracijama IgG i IgA.

2. Bioloska varijabilnost: bioloska heterogenost uzoraka plazme takoder moze
utjecati na rezultate. Individualne razlike medu donorima, ukljucujuéi zdravstveno

stanje 1 imunoloski profil, mogu pridonijeti varijabilnosti koncentracija IgG 1 IgA.

3. TehniCka preciznost: preciznost mjernih instrumenata i tehnike takoder igraju
vaznu ulogu u odredivanju pouzdanosti rezultata. NaSi rezultati pokazuju visoku
preciznost, ali je uvijek vazno osigurati kalibraciju i standardizaciju mjernih

procedura.
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4. ZAKLJUCAK

Istrazivanje je pokazalo da je razvijena metoda za uzastopnu izolaciju i analizu N-glikana
imunoglobulina A (IgA) 1 imunoglobulina G (IgG) iz istog uzorka ljudske krvne plazme
ucinkovita 1 pouzdana. Upotrebom afinitetne kromatografije za izolaciju IgG-a pomocu
proteina G i IgA pomocu CaptureSelect™ IgA afinitetnih zrnaca, omoguceno je precizno
odvajanje i1 analiza N-glikana vezanih na ove proteine. Enzimsko odvajanje N-glikana,
njihovo fluorescentno obiljeZzavanje 1 analiza pomo¢u HILIC-UHPLC-FLR metodologije
omogucilo je detaljnu karakterizaciju glikanskih struktura. Pouzdanost razvijene metode
potvrdena je kroz niske vrijednosti standardne devijacije (stdev) i koeficijenta varijacije (cv),

Sto ukazuje na visoku preciznost i reproducibilnost rezultata.

Kada se usporede metode analize za IgG 1 IgA, moZe se zakljuciti da svaka od njih ima
svoje specificne prednosti. IgG analiza: Metoda izolacije IgG-a pomocu proteina G je visoko
specifi¢na i reproducibilna, omogucujuci izolaciju Cistih uzoraka IgG-a. HILIC-UHPLC-FLR
analiza pruzila je detaljnu karakterizaciju N-glikana vezanih na IgG, Sto je korisno za
razumijevanje promjena u glikozilaciji povezanim s razli¢itim fizioloskim 1 patoloskim
stanjima. Nasi rezultati pokazuju visoke relativne povrSine IgG u plazma uzorcima i niske
relativne povrSine u flow-through uzorcima, $to potvrduje ucinkovitost metoda izolacije.
Niska standardna devijacija i koeficijent varijacije u plazma i standardnim uzorcima ukazuju
na pouzdanost 1 dosljednost mjerenja. IgA analiza: CaptureSelect™ IgA afinitetna zrnca
omogucila su ucinkovitu izolaciju IgA iz plazme, uz minimalnu kontaminaciju drugih
proteina. Metoda je pokazala visoku osjetljivost u detekciji razli€itih glikanskih struktura na
IgA, koje su kriticne za njegove bioloske funkcije. Nasi rezultati pokazuju visoke relativne
povrsine IgA u plazma uzorcima te niske relativne povrSine u flow-through uzorcima, Sto
potvrduje ucinkovitost koriStenih metoda izolacije. Niska standardna devijacija i1 koeficijent
varijacije u plazma uzorcima ukazuju na pouzdanost i dosljednost mjerenja. Usporedba s
literaturnim podacima potvrduje nase nalaze, iako su metodoloske i bioloSke varijabilnosti

uvijek prisutne.

Daljnje istrazivanje trebalo bi ukljucivati primjenu ove metode na veée uzorke populacije
kako bi se potvrdila njena primjenjivost i u klinickim uvjetima. Takoder, usporedba s drugim
metodama izolacije 1 analize N-glikana mogla bi pruziti dodatne uvide u potencijalne

prednosti 1 ogranic¢enja svake metode.
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U konacnici, metoda razvijena u ovom istrazivanju pokazala se ucinkovitom za
sekvencijalnu analizu N-glikana IgG-a i1 IgA iz istog uzorka plazme, ¢ime se ¢uvaju vrijedni
bioloski uzorci i omogucuje detaljna karakterizacija glikanskih struktura, Sto moze imati

znacCajne implikacije za dijagnozu i lijecenje razliCitih bolesti.
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5. POPIS OZNAKA, KRATICA 1 SIMBOLA

2-AA 2-aminobenzojeva kiselina

2-AB 2-aminobenzamid

ACN acetonitril

ADCC stanicna citotoksi¢nost ovisna o protutijelima
ANTS 8-aminonaftalenski-1,3,6-trisulfonska kiselina
APTS 8-aminopirensko-1,3,6-trisulfonska kiselina
AQC 6-aminokinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat
CD crohnova bolest

CDC citotoksicnosti ovisne o komplementu

CE kapilarna elektroforeza

CV koeficijent varijacije

CH konstantno teska domena

CHI1 konstantno teska domena 1

CL konstantno laka domena

DC-SIGN dendriti¢ka stanica-specificni receptor za hvatanje molekule adhezije
meducelijske 3 koji nije integrinski povezan

DMSO dimetilsulfoksid
EtOH etanol

Fab antigen kristaliziraju¢i fragment
Fc kristaliziraju¢i fragment
Fuc fukoza

GAG glikozaminoglikan
Gal galaktoza

GP glikopik

GlcNAc N-acetilglukozamin
GSL glikosfingolipid

GU glukozna jedinica

GWAS studija asocijacija u cijelom genomu
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HAc octena kiselina
HC teski lanac
HILIC hidrofilna interakcijska tekucinska kromatografija

HILIC-UHPLC-FLD tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti temeljene na
hidrofilnim interakcijama s fluorescencijskom detekcijom

HILIC-SPE tekuc¢inska kromatografija s hidrofilnim interakcijama - ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi

HT visokoprotocna analiticka tehnologija

HILIC-UPLC teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti s hidrofilnim
interakcijama

IECK kromatografija ionske izmjene

Ig imunoglobulin

IgA imunoglobulin A

IgD imunoglobulin D

IgE imunoglobulin E

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

Igepal 2-[2-[4-(2,4-dimetilheptan-3-il)fenoksi]etoksi]etanol
InstantAB instant antitijelo

InstantPC instant peptidno hvatanje

J povezni ili spojni lanac

LC laki lanac

LC teku¢inska kromatografija

LC-MS teku¢inska kromatografija—masena spektrometrija
Man manoza

MALDI desorpcija/ionizacija laserom uz asistenciju matrice
MS masena spektrometrija

NaCl natrijev klorid

NK stanice prirodnih ubojica

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

PBS fosfatno-puferirana fizioloSka otopina

plgR polimerni imunoglobulinski receptor

PNGaza F peptidna-N-glikozidaza F

ProA prokainamid

RapiFluor-MS reagens za oznaku glikana

RA reumatoidni artritis

RPCK  kromatografija reverzne faze

RP-LC-FLD teku¢inska kromatografija reverzne faze - fluorescencijska detekcija
SDS natrijev dodecil sulfat (natrijev dodekan-1-sulfonat)
SIA sijalinska kiselina

SIgA Sekretorni IgA

SIGNRI specifi¢ni receptor za hvatanje molekule adhezije meducelijske 3 neintegrinski
povezan 1

SEC kromatografija iskljucenja veli¢ine

SHP-1 fofataza koja sadrzi src homoloSku domenu 2, tip 1

Stdev standardna devijacija

TRIS tris(hidroksimetil)aminometan (2-amino-2-(hidroksimetil)propan-1,3-diol)
UC ulcerozni kolitis

UHPLC tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

UHPLC-MS tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti s masenom
spektrometrijom

UHPLC-FLD teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti s fluorescencijskom
detekcijom

UV-Vis ultraljubicasto-vidljivo

VL varijabilno lagana domena
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7. DODATAK

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

Uzorak GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12
IgG 0053 1 P 008 051 010 1911 039 322 054 21,61 1116 352 070 0,89
IgG 0053 2 P 0,08 0,53 0,06 19,45 0,41 3,24 0,49 21,84 11,27 3,57 0,65 0,91
IgG 0053 3 P 0,08 0,54 0,06 19,58 0,41 3,24 0,50 21,78 11,29 3,55 0,69 0,93
IgG 010 3_1_P 0,07 = 066 = 006 1966 046 = 529 | 057 | 2097 11,02 @ 602 091 1,36
IgG 010 3 3 P 0,08 0,65 0,03 19,25 0,37 5,21 0,56 20,31 10,72 5,85 0,96 1,31
IgG 0133 1. P 0,05 0,53 0,06 18,30 0,45 5,97 0,45 16,08 11,09 6,23 1,23 0,92
IgG_013.3 2 P 0,05 0,53 0,10 18,74 0,42 6,08 0,47 16,43 11,06 6,32 1,16 0,84
IgG 018 3 1. P 0,04 0,40 0,05 13,21 0,34 3,31 0,43 19,32 10,64 5,25 0,82 1,07
IgG 018 3 2 P 0,07 0,42 0,04 13,42 0,36 3,37 0,44 19,17 10,64 5,21 0,90 1,13
IgG_021_3 1_P 0,06 0,39 0,09 19,58 0,44 4,57 0,38 19,63 11,70 5,53 0,98 1,04
IgG_021.3_ P 0,06 0,38 0,08 19,39 0,44 4,52 0,36 19,52 11,67 5,51 0,92 1,01
IgG_021_3 3 P 0,08 0,41 0,06 20,22 0,46 4,71 0,39 19,84 11,87 5,54 1,01 1,06
IgG 026 3 1 P 0,05 0,72 0,07 16,46 0,44 4,25 0,60 19,53 10,12 4,22 0,74 1,50
1gG_026_3 2 P 0,06 0,77 0,06 17,36 0,49 4,38 0,63 19,66 10,22 422 0,76 1,50
IgG 026 3 3 P 0,05 0,73 0,05 16,73 0,43 4,26 0,59 19,44 9,99 4,20 0,72 1,45
IgG 030 3 1 P 0,04 0,24 0,05 14,02 0,33 3,85 0,30 18,73 10,44 5,91 0,89 0,96
IgG_030 3 2 P 0,06 025 003 1417 035 387 032 1859 10,55 584 = 096 1,03
IgG 030 3 3 P 0,05 0,24 0,03 13,81 0,33 3,81 0,31 18,42 10,41 5,81 0,93 1,01
IgG_039 3 1_P 0,04 0,28 0,04 10,74 0,37 3,00 0,37 17,40 12,28 5,18 0,93 1,12
IgG 039 3 3 P 0,04 0,27 0,06 10,53 0,36 2,98 0,38 17,31 12,21 5,12 0,98 1,16

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

Uzorak GP13 | GP14 | GPI15 | GP16 GP17 | GP18 GP19 | GP20 | GP21 = GP22 | GP23 | GP24
IgG 005 3 1 P 033 | 1696 153 273 1,19 862 196 = 024 106 0,10 19 1,51
IgG_005 3 2 P 027 | 1699 151 | 270 1,6 | 84l 185 | 022 | 1,06 009 | 18 | 14l
IgG_005 3 3 P 029 1680 151 272 122 832 187 023 1,07 010 182 140
IgG 010 3 1 P 030 | 1584 187 257 | 1,07 | 17,17 139 | 013 078 = 006 089 090
IgG_010 3 3 P 029 1576 188 | 267 118 784 16l 0,13 097 = 009 110 1,18
IgG 013 3 1 P 032 | 1295 2,14 | 408 164 | 917 242 030 164 021 162 216
IgG 013 3 2 P 033 | 13,06 205 407 137 | 923 224 026 133 018 157 209
IgG_ 018 3 1 P 027 | 21,74 230 308 118 | 1112 1,64 024 101 0,10 = 123 | 122
IgG 018 3 2 P 029 2143 230 3,13 132 1072 1,71 028 1,09 010 121 1,25
IgG 021 3 1 P 029 | 14,64 196 @ 343 108 851 2,01 0,5 = 080 = 007 108 160

IgG 021 3_P 026 1470 196 = 342 106 = 879 207 0,13 084 007 116 168
IgG_021 3 3 P 027 | 1446 189 340 103 | 810 | 186 | 016 074 = 006 098 | 14l
IgG 026 3 1 P 03 | 17,17 @ 165 = 329 161 1085 1,54 026 136 = 013 178 136

IgG_026_3 2 P 0,29 16,86 1,58 3,28 1,70 10,24 1,39 0,29 1,45 0,09 1,53 1,17
IgG_026_3 3 P 0,28 17,04 1,57 3,30 1,69 10,91 1,50 0,27 1,55 0,11 1,77 1,36
IgG_030 3 1_P 0,30 19,71 2,32 3,67 1,21 11,91 1,32 0,19 1,20 0,06 1,19 1,14
IgG_030_3 2 P 0,31 19,42 2,31 3,72 1,35 11,47 1,40 0,23 1,28 0,08 1,20 1,20
IgG_030 3 3 P 0,30 19,59 2,31 3,68 1,38 11,83 1,45 0,21 1,37 0,09 1,31 1,31
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IgG_039 3 1 P 025 | 21,34 | 257 | 368 | 133 | 1209 2,12 | 032 | 128 | 0,11 139 | 1,76
IgG_039 3 3 P 030 2137 259 371 141 | 12,00 @ 2,15 033 | 133 012 141 1,78

Tablica D2. GP vrijednosti za IgG iz krvne plazme prikazane pomocu statistickih podataka.

Uzorak GP4 GP$ GP9 GP14 GP18
IgG_005_P AVERAGE 19,38 21,74 11,24 16,92 8,45
STDEV 0,25 0,12 0,07 0,10 0,15
cv 1,27 0,54 0,61 0,61 1,81

IgG_010_P AVERAGE 19,17 20,54 10,78 15,90 7,69
STDEV 0,54 0,37 0,21 0,17 0,47
cv 2,80 1,82 1,95 1,06 6,11

IgG_013_P AVERAGE 18,52 16,26 11,08 13,01 9,20
STDEV 0,31 0,25 0,02 0,08 0,04

cv 1,69 1,51 0,18 0,59 0,48

IgG_018_P AVERAGE 13,95 19,75 10,96 21,33 10,17
STDEV 1,10 0,88 0,55 0,48 1,32

cv 7,90 447 5,05 2,23 12,94

IgG_021_P AVERAGE 19,73 19,66 11,74 14,60 3,46
STDEV 0,43 0,16 0,11 0,12 0,35

cv 2,19 0,33 0,91 0,84 4,10

IgG_026_P AVERAGE 16,85 19,54 10,11 17,02 10,67
STDEV 0,46 0,11 0,12 0,16 0,37

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

IgG_030_P AVERAGE 14,00 18,58 10,47 19,57 11,74
STDEV 0,18 0,15 0,08 0,15 0,23

[\ 1,31 0,83 0,72 0,75 1,99

IgG_039_P AVERAGE 11,21 17,91 12,53 21,32 11,39
STDEV 1,00 0,96 0,50 0,07 1,23

cv 8,92 5,35 4,02 0,33 10,81

Tablica D3. a) Vrijednosti gliko pikova IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA.

Uzorak GP1  GP2  GP3  GP4 GP5 GP6 GP7 | GP8 GP9 GP10 GPll  GPI12
IgG 005 3 1 FT 007 = 051 006 1905 027 326 046 2190 1108 355 0,556 @ 085
IgG_005 3 2 FT 006 = 052 007 @ 1880 @ 033 | 324 @ 047 | 21,9 11,00 360 @ 056 @ 0,88
IgG_005 3 3 FT 0,06 051 0,07 1894 = 033 324 047 21,70 11,13 355 056 085
IgG 010 3 1 FT 005 @ 062 @ 007 1848 036 5,11 0,55 | 2041 10,66 @ 598 | 0,80 1,32
IgG 010 3 2 FT 004 = 062 007 1851 042 508 057 2039 1040 6,19 = 0,78 132
IgG_010_3_3_FT 0,04 0,61 0,11 1824 = 047 5,04 0,57 | 2026 10,69 @ 599 0,78 1,35
IgG_013 3 1_FT 0,04 051 0,06 = 1822 @ 033 6,11 049 | 16,10 10,65 6,43 1,07 086
IgG_013 3 2 FT 0,05 036 | 003 | 1941 @ 018 4,65 035 | 1972 11,45 563 0,86 = 0,95
IgG_013_3 3 FT 0,04 = 052 0,05 1841 = 035 6,17 047 1626 10,66 6,51 1,00 0,85
IgG_018_3_1_FT 0,03 0,35 0,03 | 12,67 @ 0,19 3,32 039 | 1972 10,66 @ 527 | 084 1,05
IgG_018_3_2_FT 0,04 = 039 0,03 1320 023 329 039 | 19,59 10,57 526 @ 0,76 1,02
IgG_021_3_1_FT 0,05 0,38 0,12 | 1873 080 = 441 038 | 1928 11,66 567 | 0,75 1,12
IgG_021_3 2 FT 0,05 036 | 003 | 1941 018 4,65 035 1972 11,45 563 0,86 = 0,95
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IgG_021_3_3_FT 0,04 0,38 0,12 | 1881 = 0,88 4,40 036 | 1934 11,75 5,71 0,73 1,13
IgG_026_3_1_FT 0,05 0,76 | 0,11 | 1642 073 428 0,66 = 1924 1021 429 @ 0,55 1,57
IgG_026_3_2_FT 0,05 0,73 0,06 | 16,72 = 027 @ 441 0,62 | 1944 987 425 0,65 1,44
IgG_026_3_3_FT 0,05 0,73 0,05 | 1661 021 444 060 1942 984 = 429 | 0,65 1,45
IgG_030_3_1_FT 0,03 0,23 0,08 | 13,66 @ 0,63 3,76 | 029 | 18,69 @ 10,59 = 6,03 0,68 1,10
IgG_030_3_2_FT 0,04 0,24 0,06 1384 033 3,88 029 18,74 1045 597 0,78 1,00
IgG_030_3_3_FT 0,04 0,24 0,04 | 1395 0,16 3,97 030 | 18,73 | 10,35 = 5,93 0,83 0,93
IgG_039_3_1_FT 0,03 0,27 0,05 | 10,70 = 034 3,00 039 | 17,44 1223 536 @ 084 1,18
IgG_039_3 2 FT 0,04 | 028 0,06 | 10,75 = 026 3,12 038 17,52 12,32 523 0,86 1,15
IgG_039_3 3 FT 0,03 0,27 0,05 | 10,68 @ 043 3,08 038 17,59 11,87 574 @ 0,74 1,21

Tablica D3. b) Vrijednosti gliko pikova IgG-a dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA.

Uzorak GP13 GP14 GP1S GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24

IgG_005 3 1 FT 023 | 1724 146 268 105 894 1.8 018 106 010 | 202 154
IgG_005 3 2 FT 0,25 1723 1,53 2,66 | 1,04 896 | 193 0,8 1,01 | 0,00 | 206 1,58
IgG_005 3 3 FT 024 17,00 152 | 2,67 1,07 895 1,96 019 1,00 0,10 | 209 16l
IgG 010 3 1 FT 0,28 1606 1,99 | 254 | 118 811 1,64 | 018 | 1,04 0,11 L17 1,30
IgG_010 3 2 FT 028 | 1601 205 2,61 1,09 813 1,68 017 09 0,12 118 134
IgG_010 3 3 FT 032 | 1599 207 | 2,64 1,11 8,19 | 1,68 | 0,19 1,02 | 0,11 1,18 | 133
IgG 013 3 1 FT 027 12,87 216 407 139 | 961 252 025 1,51 018 1,79 248
IgG 013 3 2 FT 0,28 1290 2,14 | 408 136 | 959 251 | 025 144 019 | 1,78 247
IgG 013 3 3 FT 026 12,88 2,13 409 134 | 957 243 025 144 018 | 175 241
IgG 018 3 1 FT 025 | 22,56 220 | 307 1,00 | 1137 1,53 017 | 092 | 0,03 125 1,01
IgG 018 3 2 FT 022 | 2231 220 296 1,11 1,40 1,56 0,12 09 007 119 | 1,14
IgG 021 3 1 FT 0,24 1428 | 225 | 341 105 902 224 0,14 08 007 | 127 | 183
IgG 021 3 2 FT 020 1512 194 330 098 | 906 20l 008 074 007 | 1,17 1,69
IgG 021 3 3 FT 0,23 1423 229 336 106 894 2,19 014 | 081 007 | 123 1,77
IgG 026 3 1 FT 0,29 16,51 | 1,94 326 1,60 109 164 025 1,51 0,10 1,74 134
IgG 026 3 2 FT 0,26 16,98 | 1,61 326 1,63 1,09 1,54 | 0,24 1,55 | 0,1 1,82 1,40
IgG 026 3 3 FT 0,25 1725 | 1,60 326 1,62 11,18 150 023 1,51 0,1 1,79 1,36
IgG 030 3 1 FT 0,28 1899 282 359 | L12 | 1209 1,56 | 0,14 | 116 004 | 126 | L16
IgG 030 3 2 FT 027 | 1947 250 3,61 LI2 1220 144 | 0,13 L12 005 128 121

IgG_030 3 3 FT 0,25 1978 | 2,33 | 355 | 1,18 12,13 | 139 0,11 121 0,05 129 @ 124
IgG 039 3 1 FT 025 21,13 279 366 123 1224 212 029 1,15 0,10 136 1,73
IgG 039 3 2 FT 026 | 2129 270 362 | 123 1221 2,10 028 | 1,16 0,11 135 1,72

IgG_039 3 3 FT 0,26 20,95 2,96 3,61 1,24 12,12 2,18 0,29 1,14 0,10 1,35 1,72

Tablica D4. a) Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane pomocu
statistickih podataka.

GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GPo GP7 | GP8 GP9 GP1 GP1 GP1

0 1 2
IgG_005_FT AVERAGE 0,06 0,51 0,07 18,93 0,31 3,25 0,47 21,85 11,07 3,57 0,56 0,86
STDEV 0,00 0,00 0,01 0,13 0,04 0,01 0,00 0,14 0,07 0,03 0,00 0,02
Ccv 2,06 0,89 9,75 0,68 11,65 0,29 1,00 0,63 0,62 0,87 0,48 1,97
IgG_010_FT = AVERAGE 0,05 0,61 0,08 18,41 0,42 5,08 0,56 20,35 | 10,58 @ 6,05 0,79 1,33
STDEV 0,00 0,00 0,02 0,15 0,05 0,04 0,01 0,08 0,16 0,12 0,01 0,02
CvV 5,66 0,23 25,25 0,80 12,76 0,70 2,50 0,40 1,52 1,95 1,71 1,55
IgG_013_ FT AVERAGE 0,04 0,51 0,05 18,32 0,32 6,15 0,47 16,19 10,65 6,45 1,04 0,85
STDEV 0,00 0,00 0,00 0,10 0,04 0,03 0,02 0,08 0,02 0,05 0,03 0,01
Cv 1,63 0,65 8,76 0,54 11,94 0,53 3,37 0,49 0,20 0,75 3,34 0,95
IgG 018 FT = AVERAGE | 0,03 0,37 0,03 12,94 0,21 3,31 0,39 19,66 = 10,62 = 5,26 0,80 1,04
STDEV 0,01 0,03 0,00 0,37 0,03 0,02 0,00 0,09 0,07 0,01 0,06 0,02
Ccv 22,17 | 8,59 0,18 2,89 1436 0,73 0,67 0,47 0,61 0,26 7,65 1,85
IgG_021_FT AVERAGE @ 0,05 0,38 0,09 18,98 0,62 4,49 0,36 19,45 11,62 5,67 0,78 1,07
STDEV 0,00 0,01 0,05 0,37 0,39 0,14 0,01 0,24 0,16 0,04 0,07 0,10
(6)% 3,41 2,67 54,51 1,95 62,47 3,18 3,04 1,24 1,34 0,73 8,56 9,57

IgG_026_FT = AVERAGE @ 0,05 0,74 0,08 16,58 0,40 4,38 0,63 19,37 9,97 4,28 0,62 1,49
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STDEV 0,00 0,02 0,03 0,15 0,28 0,09 0,03 0,11 0,20 0,02 0,06 0,07
CvV 2,82 2,28 41,40 0,90 70,10 = 1,96 5,06 0,56 2,04 0,58 9,00 4,74

IgG 030 FT AVERAGE @ 0,04 0,24 0,06 13,82 0,37 3,87 0,29 18,72 10,47 5,98 0,76 1,01
STDEV 0,00 0,01 0,02 0,15 0,24 0,10 0,01 0,02 0,12 0,05 0,08 0,08
CV 10,72 2,15 34,68 1,08 64,05 2,65 2,05 0,13 1,14 0,78 9,90 8,17

IgG 039 FT A AVERAGE @ 0,03 0,27 0,05 10,71 = 0,34 3,10 0,38 17,52 | 12,14 = 5,45 0,81 1,18
STDEV 0,00 0,00 0,00 0,04 0,09 0,02 0,01 0,07 0,24 0,26 0,06 0,03
Cv 6,74 0,65 1,87 0,34 25,14 0,73 1,89 0,41 1,94 4,86 8,00 2,43

Tablica D4. b) Vrijednosti gliko pikova IgG dobivenih iz flow-through-a nakon izolacije IgA prikazane pomocu

statistickih podataka.
GP13 GP14 GP15 GPl6 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP2
4
IgG_005_FT AVERAGE 0,24 17,19 1,50 2,67 1,05 8,95 1,92 0,18 1,05 0,10 2,06 1,58
STDEV 0,01 0,08 0,03 0,01 0,02 0,01 0,04 0,00 0,04 0,00 0,03 0,04
[0\ 3,48 0,44 2,22 0,55 1,61 0,08 2,12 0,92 3,95 2,27 1,63 2,35
IgG_010_FT AVERAGE 0,29 16,02 = 2,04 2,59 1,13 8,14 1,66 0,18 1,01 0,11 1,18 1,32
STDEV 0,02 0,03 0,04 0,05 0,05 0,04 0,02 0,01 0,04 0,00 0,01 0,02
Cv 7,63 0,21 1,93 2,03 427 0,48 1,48 5,31 4,04 1,85 0,78 1,45
IgG_013_FT AVERAGE 0,27 12,89 2,15 4,08 1,36 9,59 2,48 0,25 1,47 0,18 1,78 2,45
STDEV 0,01 0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,05 0,01 0,04 0,01 0,02 0,04
Ccv 3,37 0,11 0,71 0,13 1,87 0,24 1,92 2,04 2,84 3,31 1,14 1,49
IgG_018 FT AVERAGE 0,24 22,43 2,20 3,02 1,10 11,39 1,54 0,15 0,94 0,05 1,22 1,08
STDEV 0,02 0,18 0,00 0,08 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 0,03 0,04 0,09
Cv 9,13 0,81 0,20 2,52 1,02 0,18 1,13 21,38 2,65 55,50 3,24 8,16
IgG_021_FT AVERAGE 0,23 14,54 2,16 3,36 1,03 9,01 2,15 0,12 0,80 0,07 1,22 1,76
STDEV 0,02 0,50 0,19 0,05 0,04 0,06 0,12 0,03 0,06 0,00 0,05 0,07
Cv 8,85 3,42 8,94 1,57 4,09 0,68 5,57 29,30 7,90 5,14 4,14 4,03
IgG_026 FT @ AVERAGE 0,27 16,91 1,72 3,26 1,62 11,08 1,56 0,24 1,52 0,10 1,79 1,37
STDEV 0,02 0,38 0,19 0,00 0,02 0,11 0,07 0,01 0,03 0,01 0,04 0,03
CvV 6,96 2,23 11,28 0,04 1,14 0,99 4,60 4,81 1,67 7,42 2,29 2,43
IgG_030_FT AVERAGE 0,27 19,41 2,55 3,58 1,14 12,14 1,47 0,13 1,16 0,05 1,28 1,20
STDEV 0,02 0,40 0,25 0,03 0,04 0,06 0,09 0,01 0,05 0,00 0,02 0,04
CvV 6,36 2,05 9,79 0,76 3,20 0,46 6,02 10,78 4,00 9,52 1,36 3,12
IgG_039_FT AVERAGE 0,25 21,12 2,82 3,63 1,23 12,19 2,13 0,29 1,15 0,10 1,36 1,72
STDEV 0,01 0,17 0,13 0,03 0,01 0,06 0,04 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
CvV 2,34 0,80 4,60 0,72 0,44 0,48 1,93 1,70 0,88 1,01 0,53 0,25
Tablica D5. a) Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgG plazme i IgG relativne povrSine u flow-through
uzorcima standarda.
GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7 GPS8 GP9 GP10 GP11 GP12
IgG_STD 3 1_P 0,07 0,47 0,06 20,40 0,34 6,45 0,31 18,43 9,59 6,77 1,02 0,69
IgG_ STD 3 2 P 0,09 0,47 0,12 21,08 0,38 6,60 0,34 18,71 9,75 6,67 1,14 0,72
IgG_STD 3 3 P 0,08 0,47 0,04 20,61 0,30 6,46 0,33 18,34 9,72 6,64 1,11 0,73
IgG_STD 3 4 P 0,07 0,46 0,07 20,18 0,37 6,41 0,30 18,39 9,59 6,75 1,03 0,72
IgG_STD_3_1_FT 0,05 0,45 0,06 20,35 0,36 6,46 0,31 18,59 9,26 6,96 0,92 0,68
IgG_STD 3 2 FT 0,06 0,46 0,06 20,35 0,27 6,49 0,30 18,46 9,50 6,81 0,97 0,66
IgG_STD 3 3 FT 005 047 012 2017 052 638 030 1840 932 708 090 | 075
IgG_STD 3 4 FT 0,05 0,45 0,04 20,36 0,32 6,52 0,28 18,57 9,34 6,98 0,89 0,67
AVERAGE 0,07 0,46 0,07 20,44 0,36 6,47 0,31 18,49 9,51 6,83 1,00 0,70
STDEV 0,02 0,01 0,03 0,29 0,08 0,07 0,02 0,13 0,19 0,16 0,09 0,03
CV 22,98 1,86 44,31 1,43 21,65 1,05 6,19 0,68 1,96 2,32 9,39 439
Tablica D5. b) Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgG plazme i IgG relativne povrsSine u flow-through
uzorcima standarda.
GP13 GP14 GP15  GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24
IgG STD 3 1 P 0,25 14,12 2,08 3,54 0,79 9,37 1,81 0,18 0,51 0,10 1,04 1,64
IgG_STD 3 2 P 0,34 13,81 2,00 3,55 0,82 8,65 1,65 0,21 0,48 0,10 0,92 1,40
IgG_STD 3 3 P 0,27 14,11 2,08 3,57 0,82 9,10 1,80 0,21 0,52 0,11 1,00 1,58
IgG_STD 3 4 P 0,25 14,02 2,08 3,61 0,80 9,49 1,83 0,19 0,52 0,11 1,09 1,67
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IgG_STD_3 1_FT 0,19 14,07 2,11 3,47 0,72 9,73 1,80 0,09 0,52 0,07 1,10 1,68
IgG_STD 3 2 FT 020 | 14,11 207 = 350 | 074 969 18 | 0,10 053 008 1,00 1,71
IgG_STD_3 3 FT 0,22 13,82 2,17 3,47 0,77 9,68 1,87 0,10 0,53 0,07 1,12 1,72
IgG_STD 3 4 FT 019 | 14,13 2,10 350 071 974 178 0,10 050 = 007 = 1,07 164

AVERAGE 0,24 14,02 2,08 3,52 0,77 9,43 1,80 0,15 0,52 0,09 1,05 1,63
STDEV 0,05 0,13 0,05 0,05 0,05 0,39 0,06 0,06 0,02 0,02 0,07 0,10
CvV 21,44 0,95 2,24 1,49 5,85 4,10 3,57 37,49 3,25 20,82 6,28 6,42

Tablica D6. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme prikazane pomocu statistickih podataka.

GP13 GP14 GP15 GP18 GP20 GP21

IgA_005 3 1 P 7,98 18,10 7,45 8,48 20,62 15,97

IgA 0053 2 P 731 19,55 8,07 6,23 20,06 16,38

IgA 005 3 3 P 7,73 19.33 7,87 6,56 20,23 15,97

IgA 010 3 1 P 5,79 21,46 9,85 1,45 18,22 18,18

IgA 010 3 3 P 6,33 20,95 9,74 6,19 17,30 17,79

IgA 013 3 1 P 6,58 17,15 10,33 7,61 14,84 18,97

IgA 013 3 2 P 6,67 16,53 10,04 8,38 14,91 18,79

IgA 013 3 3 P 6,64 16,72 9,89 7,90 14,49 18,58

IgA 018 3 1 P 743 18,63 9,77 6,94 16,30 17,70

IgA 018 3 2 P 7,29 18,81 9,91 6,65 16,16 17,83

IgA 018 3 3 P 7,74 18,94 9,87 6,72 15,78 17,12

IgA 0213 2 P 3,99 22,04 10,05 6,00 18,82 18,60

IgA 0213 3 P 3,72 21,29 9,45 6,06 19,32 20,75

IgA 026 3 1 P 7,82 18,92 7,23 6,77 20,04 16,15

IgA 026 3 2 P 7,59 18,22 6,98 8,57 19,98 16,10

IgA 026 3 3 P 3,61 22,67 6,44 5,89 26,37 15,24

IgA 030 3 1 P 4,53 19,79 3,14 6,63 18,31 17,94

IgA 030 3 2 P 735 16,78 8,74 8,37 13,56 18,53

IgA 030 3 3 P 7,05 16,65 8,72 8,42 13,99 19,17

IgA 039 3 1 P 7,72 23,07 3,48 5,02 22,51 17,42

IgA 039 3 2 P 7,39 18,67 10,34 7,48 15,75 17,77

IgA 039 3 3 P 3,57 18,97 10,48 6,75 16,27 18,12

Tablica D7. GP vrijednosti IgA iz krvne plazme prikazane pomocu statistickih podataka.

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
CvV 4,42 4,13 4,06 17,20 1,41 1,48
IgA_010_P AVERAGE 5,00 22,68 9,35 4,02 19,14 17,01
STDEV 1,86 2,57 0,77 2,40 2,44 1,70
Cv 37,15 11,35 8,29 59,55 12,73 10,00
IgA 013 P AVERAGE 6,63 16,80 10,09 7,96 14,74 18,78
STDEV 0,04 0,32 0,22 0,39 0,22 0,19
CvV 0,67 1,89 2,21 4,87 1,51 1,03
IgA_018 P AVERAGE 7,49 18,79 9,85 6,77 16,08 17,55
STDEV 0,23 0,16 0,08 0,15 0,27 0,37
CV 3,05 0,85 0,77 2,20 1,68 2,13
IgA_021_P AVERAGE 4,75 20,32 9,93 6,50 17,55 20,62
STDEV 1,55 2,54 0,43 0,82 2,64 1,96
(6)% 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
CvV 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
CvV 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
Ccv 35,08 12,14 11,44 19,67 20,69 1,98
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Tablica D8. Vrijednosti GP-a IgA iz flow-through-a nakon izolacije 1gG-a.

IgA 005 3 1 FT
IgA_005 3 2 FT
IgA_005_3 3 FT
IgA 010 3 1 FT
IgA 010 3 2 FT
IgA 010 3 3 FT
IgA 013 3 1 FT
IgA 013 3 2 FT
IgA 013 3 3 FT
IgA 018 3 1 FT
IgA 018 3 2 FT
IgA 018 3 3 FT
IgA 021 3 1 FT
IgA 021 3 2 FT
IgA 021 3 3 FT
IgA 026 3 1 FT
IgA 026 3 2 FT
IgA_026_3 3 _FT
IgA 030 3 1 FT
IgA 030 3 2 FT
IgA 030 3 3 FT
IgA 039 3 1 FT
IgA 039 3 2 FT
IgA 039 3 3 FT

GP13

9,30
8,18
8,81
7,26
6,92
6,97
6,70
7,73
7,40
8,26
7,18
7,16
8,83
7,12
8,08
9,16
8,38
7,21
9,16
9,03
8,75
8,00
7,29
7,41

GP14
17,16
18,06
18,81
21,33
21,01
21,68
15,89
14,19
16,02
17,66
19,79
19,74
15,81
17,12
16,20
16,56
18,66
18,47
15,44
16,11
15,93
17,81
19,45
18,06

GP15
7,04
791
7,74
9,47
9,72
9,82
9,34
8,32
9,15
8,99
10,20
10,08
9,27
10,21
9,59
6,36
6,92
6,94
7,98
8,13
7,57
9,37
10,17
9,43

GP18
11,71
9,37
8,54
7,95
7,39
6,73
9,92
13,37
11,06
10,66
6,89
7,04
11,38
8,45
10,30
11,30
9,26
8,69
12,69
11,31
11,89
10,26
7,64
9,21

GP20
18,88
18,99
18,74
16,95
17,22
17,28
15,44
14,75
14,90
16,43
15,61
16,03
13,19
14,26
13,48
18,90
19,73
21,83
13,33
13,87
15,50
15,67
15,87
16,79

GP21
14,48
15,87
15,54
16,17
17,53
17,15
18,99
18,28
18,21
17,26
17,72
17,86
19,75
21,60
20,36
15,56
15,74
17,03
17,62
16,11
17,33
17,56
17,73
18,38

Tablica D9. Vrijednosti GP IgA iz flow-through-a nakon izolacije IgG-a prikazane pomocu statistickih podataka.

GP13 GP14 GPI15 GPI18 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 6,39 457 6,07 16,70 0,65 474
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 1,88 835 1,03 414
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 0,36 043

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 8,35 638 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 10,68 411 494 14,77 407 458

IgA_026_FT AVERAGE 8,25 17,90 6,74 9,75 20,15 16,11
STDEV 0,98 1,16 033 1,37 1,51 0,80

cv 11,91 6,51 4,90 14,03 7,48 4,95
TIgA_030_FT AVERAGE 8,08 15,83 7,89 11,96 1423 17,02
STDEV 021 0,35 0,29 0,69 11 0,80

cv 2,36 2,18 3,65 5,79 7,94 472
IgA_039 FT AVERAGE 7.56 18,44 9,66 9,03 16,11 17,89
STDEV 038 0,89 045 1,32 0,60 043

cv 5,05 481 461 14,60 3,71 242

Tablica D10. a) Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgA plazme i IgA relativne povrSine u flow-through

uzorcima standarda.

GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GPo6 GP7 GP8 GP9 GP10 GP11 GP12
IgA STD 3 1 P 0,79 0,64 0,00 0,79 0,39 1,71 0,35 0,60 0,19 3,20 4,95 1,77
IgA_STD 3 2 P 0,56 1,31 0,07 0,87 0,14 1,51 0,34 1,37 0,68 1,90 5,23 2,36
IgA STD 3 3 P 0,47 1,22 0,06 0,76 0,12 1,53 0,34 1,27 0,63 1,98 5,44 2,27
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IgA_STD 3 4 P 0,66 139 006 098 | 019 1,61 030 138 | 069 193 521 238
IgA_ STD 3 1 FT 025 084 001 034 023 129 027 119 057 175 486 216
IgA STD 3 2 FT | 026 = 078 | 006 = 032 024 123 029 137 053 200 510 2,3
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 | 1,02 024 1,07 041 1,70 426 1,93

AVERAGE 0,38 1,02 0,05 0,55 0,19 1,35 0,29 1,32 0,57 1,89 4,94 2,18
STDEV 0,18 0,28 0,02 0,31 0,05 0,20 0,04 0,11 0,10 0,12 0,43 0,17
(627 47,13 27,11 | 44,15 @ 56,09 = 2422 14,52 14,61 8,15 17,78 6,26 8,74 7,60

Tablica D10. b) Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgA plazme i IgA relativne povrsine u flow-through
uzorcima standarda.

GP13 GP14 GP15 GP16 GP17 GP18 GP19 GP20 GP21  GP22 GP23

IgA STD 3 1 P 3,69 19,79 11,67 1,18 1,35 4,33 0,53 17,01 20,79 0,97 1,50
IgA_STD 3 2 P 6,20 16,35 13,52 1,30 1,12 6,03 0,56 12,05 20,61 1,10 1,70
IgA_STD 3 3 P 5,73 16,95 13,85 1,26 1,17 5,26 0,502 12,27 21,03 1,04 1,76
IgA_STD 3 4 P 6,26 16,28 13,66 1,19 1,10 6,02 0,52 12,03 20,54 0,72 1,92

IgA_STD 3 1_FT 6,05 16,47 13,39 1,44 1,26 6,43 0,59 12,52 20,22 1,91 1,99
IgA_STD 3 2 FT 6,51 16,97 13,03 1,46 1,36 6,77 0,56 12,11 19,07 1,61 2,32
IgA_STD 3 3 FT 6,91 16,41 12,69 1,51 1,37 7,71 0,58 12,22 19,12 1,83 2,22
IgA_STD 3 4_FT 6,52 15,81 12,28 1,49 1,25 8,70 0,49 12,66 20,47 2,00 2,05

AVERAGE 6,31 16,46 13,20 1,38 1,23 6,70 0,54 12,26 20,15 1,46 2,00
STDEV 0,38 0,40 0,56 0,13 0,11 1,16 0,04 0,24 0,76 0,50 0,23
Cv 6,02 2,44 4,27 9,21 8,81 17,32 7,03 1,97 3,78 34,31 11,28

Tablica D10. c¢) Usporedba dobivenih vrijednosti izmedu IgA plazme i IgA relativne povrsine u flow-through
uzorcima standarda.

GP24 GP25 GP26 GP27 GP28 GP29
IgA_STD 3 1 P 047 0,28 0,51 0,18 0,22 0,14
IgA_STD 3 2 P 0,70 0,32 0,97 0,35 0,52 0,26
IgA_STD 3 3 P 0,74 0,31 1,03 0,32 0,45 0,23
IgA_STD 3 4 P 0,68 0,30 0,96 0,31 0,50 0,23

IgA_STD 3 1 FT 0,83 0,37 1,44 0,36 0,65 0,30

IgA_STD 3 2 FT 083 0,43 1,40 0,34 0,68 0,26

IgA_STD 3 3 FT 0,78 0,43 143 0,32 0,70 025

IgA_STD 3 4 FT 0,80 0,37 1,52 0,36 0,71 0,26

AVERAGE 0,77 0,36 125 0,34 0,60 025
STDEV 0,06 0,05 0,25 0,02 0,11 0,02
cv 7,83 14,74 20,05 5,75 18,02 9,71

Cristina Maligec Diplomski rad



§ 1. Uvod 71

8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci
Ime i prezime: Cristina Maligec
Datum rodenja: 21. listopada 1998.
Mjesto rodenja: Zagreb

Obrazovanje

2014-2018  Opca gimnazija, Velika Gorica

2018-2021  Preddiplomski sveucilisni studij Kemije, Odjel za Kemiju,
Sveuciliste u Osijeku, Osijek
2021-2024  Diplomski sveucili$ni studij Analiticka kemija i Biokemija,

Prirodoslovno-matematicki fakultet, SveuciliSte u Zagrebu, Zagreb

Cristina Maligec Diplomski rad



