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imunoglobulina G

Mia Mrcéela
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N-glikozilacija ima strukturnu ulogu te utje¢e na efektorske funkcije imunoglobulina G (IgG-a).
Promjena glikozilacije povezuje se s kompleksnim bolestima za ¢iji se mehanizam nastanka kao modelni
organizmi koriste misevi. MiSevi s uklonjenim genima (eng. knockout) za receptore specifiéne za
fragment koji kristalizira (FcyR) mogu dati uvid kako N-glikozilacija utjece na interakcije fragmenta
koji kristalizira (Fc) i receptora Fcy u reakcijama imunoloskog sustava. Potrebno je razviti osjetljive
visokoproto¢ne metode kojima se osim velikog broja uzoraka, moze analizirati i N-glikozilacija manjih
koncentracija 19gG-a kao $to je misji IgG. Metodom LC-MS analizirana je N-glikozilacija 19G-a
izoliranog iz seruma divljeg tipa i miSeva s uklonjenim genima koji kodiraju FcyRI, FcyRIIB, FcyRIII,
FcyRIV te vy teski lanac fragmenta Fc. Takoder, usporedeni su glikanski profili 1gG-a iz miSeva divljeg
tipa te miseva s uklonjenim genima za receptore Fcy iy lanac. Djelomi¢no je optimizirana metoda CGE-

LIF kojom je analizirana N-glikozilacija ljudskog 1gG-a.
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Optimisation of high-throughput analysis of mouse immunoglobulin G N-
glycosylation
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N-glycosylation has structural roll and modulate immunoglobulin G (IgG) effector functions.
Glycosylation changes are associated with complex diseases and mouse model organism is used for
studies of disease development mechanism. Fragment crystallizable y receptor (FcyR) knockout mouse
can provide insight into how IgG N-glycosylation affects the fragment crystallizable (Fc) and FcyR
interaction during immune reaction. It is necessary to bring into practice sensitive high-throughput
methods not only for large number of samples, but also for N-glycosylation analysis in samples with
low 1gG concentrations as for example mouse 1gG. N-glycosylation of FcyRI, FcyRIIB, FcyRIII, FcyRIV
and y-chain knockout mouse IgG is analysed by LC-MS method. Furthermore, glycoprofiles of IgG
glycoforms from wild type mouse strains are compared with FcyR and y chain knockouts. CGE-LIF

method is partially optimised and human 1gG N-glycosylation is analysed.
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Popis kratica

ADCC - stani¢na citotoksi¢nost ovisna o antitijelima (eng. antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity)

Asn - asparagin

Cv - laki lanac imunoglobulina (eng. light chain)

CH - teski lanac imunoglobulina (eng. heavy chain)

CDC - citotoksi¢nost ovisna o komplementu (eng. complement dependent cytotoxicity)
CE - kapilarna elektroforeza (eng. capillary electrophoresis)

CGE - kapilarna gel-elektroforeza (eng. capillary gel electrophoresis)
CV - koeficijent varijacije (eng. coefficient of variation)

Dol-P - dolikol fosfat

Dol-P-P - dolikol pirofosfat

ER - endoplazmatski retikulum

ESI - ionizacija elektrorasprsenjem (eng. electrospray ionisation)
EOF - elektoosmotska pokretljivost (eng. electroosmotic flow)

Fab - fragment koji veze antigen (eng. fragment antigen binding)

Fc - fragment koji kristalizira (eng. fragment crystallizable)

FcyR - receptor specifican za fragment Fc (eng. fragment crystallizable y receptor)
GIcNAC - N-acetilglukozamin

GIcNAc-P - N-acetilglukozamin fosfat

GIcNACT-I - N-acetilglukozaminiltransferaza |

GIcNACT-II - N-acetilglukozaminiltransferaza 11

GIcNACT-111 - N-acetilglukozaminiltransferaza 111

GIcNACT-1V - N-acetilglukozaminiltransferaza IV

GIcNACT-V - N-acetilglukozaminiltransferaza V

HILIC - tekucinska kromatografija koja se temelji na hidrofilnim interakcijama (eng.
hydrophilic interaction liquid chromatography)



Ig - imunoglobulin

IgG - imunoglobulin G

LacNAC - 2-N-acetillaktozamin

LC - tekucinska kromatografija (eng. liquid chromatography)

LIF - laserom inducirana fluorescencija (eng. laser-induced flourescence)

MALDI - matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (eng. matrix-assisted
laser desorption/ionization)

MS - spektrometrija masa (eng. mass spectrometry)
OST - oligosaharil-transferaza

PNGaza F - peptidil-N-glikozidaza F

SD - standardna devijacija

Ser - serin

UPLC - tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (eng. ultra performance liquid
chromatography)

Thr - treonin
TOF - analizator koji mjeri vrijeme leta (eng. time of flight)

tr - vrijeme zadrzavanja (eng. retention time)

VI



1. Uvod

N-glikozilacija je ko-translacijska i post-translacijska modifikacija koja osim strukturne ima i
funkcijsku ulogu glikoproteina. Jedan od najzastupljenijih i dobro proucavanih antitijela u
ljudskoj krvi je imunoglobulin G (1gG). Glikozilacijsko mjesto na polozaju Asn297
polipeptidnog lanca domene Cn2 fragmenta koji kristalizira (eng. Fragment crystallizable, Fc)
moze vezati stotine razli¢itih glikovarijanti kompleksnog bi-antenarnog N-glikana, a promjene
u N-glikozilaciji 1gG-a povezane su s kompleksnim bolestima kao $to su autoimune, upalne i
bolesti raka.l> Takoder, N-glikozilacija utje¢e na afinitet vezanja fragmenta Fc 1gG-a na
receptore specifi¢ne za fragment Fc (eng. Fragment crystallizable y Receptor, FcyR), ¢ime
stimulira stani¢nu citotoksi¢nost ovisnu o antitijelima Koja je vazan mehanizam djelovanja
imunoloskog sustava.® MiSevi s uklonjenim genima (eng. knockout) koji kodiraju za FcyR mogu
dati informacije o ulozi Fc N-glikozilacije 1gG-a tijekom interakcije Fc-FcyR. Poznate su Cetiri
podklase misjeg IgG-a: 1gG1, 1gG2a, 1gG2b i IgG3 koje imaju razliéit afinitet vezanja FcyR-a
Fc, 1gG-a se sastoji i od fragmenta koji veze antigen (eng. Fragment antigen binding, Fab) koji
je glikoziliran u 15-20 % molekula 1gG-a, a nekovalentnim interakcijama veZe se na antigene.®

Najcesce koristene optimizirane visokoprotoéne metode za analizu N-glikozilacije su:
teku¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (eng. Ultra performance liquid
chromatography, UPLC), tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (eng.
Liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS), spektrometrija masa s matricom
potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom (eng. Matrix-assisted laser
desorption/ionisation mass spectrometry, MALDI-MS) te kapilarna gel elektroforeza (eng.
Capillary gel electrophoresis, CGE).* Medutim, analiza i interpretacija N-glikanskih profila
kod imunoglobulina nizih koncentracija kao §to je IgG iz misjeg seruma (2-5 mg mL™?)
zahtijeva daljnji razvoj metodologije kao i software-a za analizu dobivenih podataka.

U ovome radu analizirana je N-glikozilacija 19G-a izoliranog iz ljudske plazme
metodom CGE-LIF te glikopeptidi fragmenta Fc IgG-a izoliranog iz divljeg tipa i miseva s
uklonjenim genima za receptore Fcyl, FcylIB, Fcylll i FcylV te teski y lanac IgG-a metodom
LC-MS. Metodom LC-MS moguce je razdvojiti glikopeptide po podklasama IgG-a te tako
dobiti informaciju o mjesno-specifi¢noj N-glikozilaciji fragmenta Fc. Cilj analize je dobiti
ponovljivu metodu LC-MS kojom ¢e se moci usporediti N-glikanski profili kod miseva divljeg

tipa te jedinki kojima su uklonjeni geni za receptore Fcy i y teski lanac.



Metodom CGE-LIF moguce je analizirati ukupnu promjenu N-glikozilacije 1gG-a (N-glikani
fragmenta Fc i Fab) koristenjem DNA analizatora. Svrha analize je optimizacija pripreme
uzoraka i nacina obrade dobivenih podataka za Sto se analiziraju fluoroforom obiljezeni N-
glikani standardnog uzorka ljudskog lgG-a, a potom analiza N-glikozilacije miSeva S

uklonjenim genima koji kodiraju za FcyRI, FcyRIIB, FcyRIII i FcyRIV te y teski lanac.



2. Literaturni pregled

2.1. Glikozilacija

Kovalentnim vezanjem polisaharida (glikana) na aminokiselinski ostatak polipeptidnog lanca
nastaju glikoproteini, a sami proces modifikacije naziva se glikozilacija. Odvija se u
endoplazmatskom retikulumu (ER) i Golgijevom aparatu u Kko-translacijskoj i post-
translacijskoj fazi biosinteze proteina. lako se glikoproteini direkno ne sintetiziraju po uputi
DNA, otprilike 5 % genoma kodira glikotransferaze, glikozidne hidrolaze, §eerne transportere
i ostale enzime koji sudjeluju u sintezi i metaboliziranju glikana.>® Prema mijestu vezanja
glikana na aminokiselinski slijed glikoproteina, najé¢esce ih dijelimo na O-vezane i N-vezane
glikane. O-vezani glikani vezu se glikozidnom vezom preko kisika bo¢nih ogranaka serina i
treonina, dok se N-vezani glikani povezuju preko dusika asparaginskog ostatka polipeptida.®
Buduc¢i da su se analizirali ukupni N-glikani i glikopeptidi koji potjecu s konzerviranog mjesta
Asn279 fragmenta Fc imunoglobulina G, detaljnije ¢e biti objasnjena samo N-glikozilacija.

2.1.1. N-glikozilacija

N-glikani se kovalentno vezu preko N-acetilglukozamina (GIcNAcB1) na duSikov atom
asparaginskog bo¢nog ogranka polipeptida na konsenzusnoj sekvenci Asn-X-Ser/Thr, gdje X
predstavlja bilo koju aminokiselinu koja nije prolin. Strukturno se dijele na oligomanozni,
kompleksni i hibridni tip kojima je zajednicki ,,srzni“ motiv Manal-6(Manal-3)Manf1-
4GlIcNACcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr (slika 1). Kod oligomanoznog tipa N-glikana,
manozni ostaci vezu se za srznu strukturu, dok kompleksni tip ima dvije takozvane ,,antene
koje po¢inju N-acetilglukozaminom. Karakteristi¢na struktura hibridnog tipa su manozni ostaci
na Manal-6 ruci te dvije antene na Mana1-3 ruci.® Biosinteza eukariotskih N-glikana odvija se
u ER-u, Golgijevom aparatu te plazmatskoj membrani, a ovisi o vrsti i fiziologiji stanice,
konformaciji proteina i dostupnosti slijeda Asn-X-Ser/Thr kao i vrsti aminokiseline X. N-
glikozilacija medu ostalim, mijenja fizikalna svojstva te omogucuje pravilno smatanje proteina
prije izlaska iz ER-a.1®® Zapo¢inje vezanjem GIcNAc-P na prekursor dolikol fosfat (Dol-P) te
nastankom dolikol-pirofosfata N-acetilglukozamina (Dol-P-P-GIcNAc) na citoplazmatskoj

strani ER-a.



Prekursor Dol-P sastoji se od pet povezanih izoprenskih jedinica te fosfata koji se nalazi na
kraju lipidne molekule. Tijekom translokacije glikanskog prekursora po ER-u, Cetrnaest
SeCernih jedinica dodaje se na Dol-P djelovanjem specificnih glikotransferaza te nastaje
GlcasMangGIcNAC.-P-P-Dol ¢iji se glikanski dio djelovanjem oligosahariltransferaze (OST)
prenosi do slijeda Asn-X-Ser/Thr novosintetiziranog polipeptidnog lanca. Slijedi uzastopno
odcjepljivanje monomera hidrolazama a-glukozidazom 1 i Il, a prije izlaska glikoproteina iz
ER-a, ER a-manozidaza | odcjepljuje manozu s centralne ruke MansGIcNAC; te se u cis-
Golgijev aparat prenosi N-glikan s osam manoznih jedinica. Nadalje, a1-2 manozidaze IA, 1B
i IC odcjepljuju a1-2Man ostatke do nastanka MansGIcNAc, intermedijera u sintetskom putu
hibridnih i kompleksnih glikana.® Ukratko ¢e biti objasnjena sinteza kompleksnog tipa N-
glikana koji zapocinje u sredisnjem dijelu Golgijeva aparata, a ¢iji je put sinteze prikazan na
slici 2. N-acetilglukozaminiltransferaza | (GICNACT-1) dodaje GIcNAc na monomer al-3Man
srznog dijela intermedijera MansGIcNAc2 nakon ¢ega slijedi odcjepljenje a1-3Man i a1-6Man
ostataka o-manozidazom Il i dodatak drugog GIcNAc-a djelovanjem  N-
acetilglukozamintransferaze 11 (GICNAcT-I11). Vezanje drugog GIcNAc-a omogucuje stvaranje
dvije ,antene” ili ,grane“ kompleksnog N-glikana, a djelovanjem enzima N-
acetilglukozaminiltransferaze 1V i V (GIcNAc-1V i GIcNAc-V) nastaju N-glikani s tri i Cetiri
,antene“. Takoder, moguca je i sinteza ,,raévajuceg™ (eng. bisecting) GIcNAc-a koji nastaje
dodatkom GIcNAc-a N-acetilglukozaminiltransferazom 111 (GICNACT-I111) na B-manozu srzne

strukture bi-antenarnih, a i viSerazgranatih kompleksnih N-glikana.®

O Galaktoza

@ Manoza (Man)

B N-Acetilglukozamin (GIcNAc)

@ N-Acetilneuraminiéna kiselina (NeuSAc)
A Fukoza (Fuc)

Oligomanozni tip Kompleksni tip Hibridni tip

Slika 1. Klasifikacija N-glikana. Redom su prikazani oligomanozni, komplesni i hibridni tip



GIcNACT-1Il Kkatalizira vezanje GIcNAc-a netom nakon djelovanja o-manozidaze |,
GIcNACT-I1I te GICNACT-IV i GICNACT-V ukoliko se sintetiziraju kompleksni glikani s vise
grana, a daljnje vezanje monosaharida na premoscujuci GIcNAc izostaje, osim u slucaju ako je
GIcNACT-1I neaktivna.l® Daljnja biosinteza N-glikana odvija se u trans-Golgijevom aparatu
gdje na grane N-glikana B-glikozidnom vezom spaja GIcNAc s galaktozom i nastaje 2-N-
acetillaktozamin (LacNAc), a moguce je i uzastopno vezanje vise LacNAc blokova. Slijedi
povezivanje kranjih Secernih jedinica preko a-glikozidne veze, fukoze, galaktoze, sijalinske
kiseline te fosfata.

Kod kraljeznjaka, na srzni dio kompleksnog N-glikana najéesce se na a1-6 mjesto srzne
strukture dodaje fukoza djelovanjem a(1,3) fukoziltransferaze (FucT-VI1II).® Takva struktura
kompleksnog N-glikana prikazana je na slici 1. Osim dostupnosti $eernih supstrata, elongacija
i krajnje dodavanje Secera (eng. capping) ovisi o prisutnosti i aktivnosti enzima koji sudjeluju
U transportu i vezanju Secernih jedinica.'® Zreli glikoprotein se izlutuje putem sekrecijskih
vezikula ili se transportira u plazmatsku membranu. Glikozilacijsko mjesto Asn-X-Ser/Thr
moze sadrzavati razli¢ite strukture N-glikana na istoj molekuli glikoproteina §to podrazumijeva
pojam mjesno-specifiéne heterogenosti ili mikroheterogenosti, a glikoforma (glikovarijanta)
obuhvaca homogene glikoproteine obzirom na strukturu N-glikana vezanih na polipeptidni
slijed.

2.2. Imunoglobulini

Imunoglobulini (Ig) ili antitijela su glikoproteini koje sintetiziraju plazma stanice tijekom
humoralnog imunoloskog odgovora. Njihova uloga je identifikacija i neutralizacija antigena,
stranih tijela u organizmu kao $to su npr. bakterije i virusi.” Gradeni su od dva laka lanca (CL,
eng. light chain) i dva teska lanca (Cn, eng. heavy chain) povezana disulfidnim mostovima.
Svaki lanac sastoji se od jednog amino-terminalnog varijabilnog kraja (V) i jednog ili vise
karboksi-terminalnih konstantnih regija (C) koji imaju 110-130 aminokiselina. Laki lanci, koje
dijelimo na lance « i A, imaju po jednu domenu C koja zajedno s domenom V ima 25 kDa, a
svaki od teskih lanaca moze imati od 3-4 C domene. Kod Ig-a s 3 C domene kakav je prikazan
na slici 3, Cul i CH2 su medusobno povezane disulfidnim vezama u takozvanoj ,,zglobnoj*
regiji, a njihova masa je otprilike 55 kDa.”® Imunoglobulini se strukturno dijele na fragmente
Fc i Fab.



Fragment Fab obuhvaca podrucje cijelog lakog lanca s domenama Vi i CH1 teSkog lanca, a 6-
10 aminokiselina Fab-a koje stupaju u nekovalentne interakcije s antigenom nazivaju se
paratop. Fragment Fc sastoji se od domena Cn2 i Cn3, a ima regulatornu i funkcijsku ulogu
imunoloskog sustava te se prema lancu Fc-a odreduju izotipovi i podklase Ig-a. lzotip
podrazumijeva istovjetne aminokiselinske slijedove teSkog lanca fragmenta Fc koji se
oznacavaju grékim slovima y,u,0,€ i 6, & prema toj podjeli kod sisavaca razlikujemo pet klasa
Ig-a: 1gG, IgM, IgA, IgE i IgD.’
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Slika 2. Biosintetski put kompleksnih N-glikana (plave strelice)



2.2.1. Bioloska uloga N-glikozilacije imunoglobulina G

Imunoglobulini su glikoproteini, a glikozilacijska mjesta, ovisno o klasi Ig-a nalaze se na
razli¢itim aminokiselinskim ostacima polipeptida te imaju razlicite strukturne i funkcionalne
uloge.® 19G je najzastupljeniji izotip Ig-a u krvi na kojem je provedeno najvise studija medu
svim klasama Ig-a. Ljudski IgG dijeli se na Cetiri podklase: 1gGl, 1gG2, 1gG3 i 1gG4 koje
sudjeluju u sekundarnom imunoloskom odgovoru te neutralizaciji toksina i virusa, a strukturno
se razlikuju u primarnom aminokiselinskom slijedu i broju disulfidnih veza izmedu dva teSka
lanca. N-glikozilacijsko mjesto 1gG-a nalazi se na polozaju Asn297 polipeptidnog lanca
domene Ch2 §to je prikazano na slici 3. Najcesce su to kompleksni bi-antenarni N-glikani od
kojih su najvise zastupljene strukture bez galaktoze (H3N4F), s jednom galaktozom (H4N4F)
ili dvije galaktoze (H5N4F). U manjoj mjeri zastupljeni su N-glikani s tzv. ,ra¢vajuéim*
GIcNAc-om (H3N5F1), te krajnjim sijalinskim kiselinama (H5N4F1G1 i H5N4F1G2).°
Spomenute glikoforme oznacene su prema nomenklaturi N-glikana preuzetih iz komercijalnog
softwera LaCy tools.?® Interakcijom sa hidrofobnim , dzepom* fragmenta Fc, glikani
stabiliziraju strukturu IgG-a pa tako glikovarijante bez dva GIcNAc-a destabiliziraju, dok

glikoforme bez galaktoze na obje antene ne utjecu na stabilnost glikoproteina.t!*?

Slika 3. Struktura 19gG-a. Plavom su prikazani teski lanci, a zelenom bojom laki lanci ¢ije su
varijabilne regije oznacene slovom V, a konstantne slovom C. Oznaceno je glikozilacijsko
mjesto na asparaginskom ostatku na poziciji 297 aminokiselinskog slijeda. Fv oznacava

varijabilni fragment, Fab fragment koji veZe antigen, a Fc fragment koji Kristalizira 1



PrijaSnje studije pokazale su kako N-glikani fragmenta Fc, osim stabiliziranja 19G-a,
interakcijom s receptorima Fcy mijenjaju afinitet vezanja za fragment Fc ¢ime utjeCu na
efektorske funkcije 1gG-a. Receptori Fcy pripadaju obitelji imunoglobulinskih proteina, a
nalaze se na stanicama koje sudjeluju u obrani imunoloskog sustava kao §to su makrofagi,
stanice ubojice (eng. killer cells), neutrofili i bazofili. Kod ¢ovjeka postoje tri klase FcyR, I, Il
i 111, a razlikuju se prema afinitetu vezanja za fragment Fc i prema signalnom putu kojeg
stimuliraju. FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRITIA i FcyRITIB su aktivirajuci receptori, a FcyRIIB
ima ulogu inhibitora od kojih jedino FcyRI pokazuje veliki afinitet vezanja za fragment Fc.®
Osim §to prepoznaju antigene, imunoglobulini G interakcijom s FcyR utje¢u na mehanizme
razaranja ciljnih stanica kao $to su stani¢na citotoksi¢nost ovisna o antitijelima (ADCC, eng.
Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity), a vezanjem na komplement Clq na
citotoksi¢nost ovisnu o komplementu (CDC, eng. Complement Dependent Cytotoxicity).” U
danasnje vrijeme, monoklonska antitijela koriste se kao terapeutici u lijeCenju raznih bolesti, a
njihove funkcije ovise o sastavu N-glikana vezanih na Fc.2>'* Oko 85 % N-glikana vezanih na
Asn279 fragmenta Fc fukozilirano je na al-6 poziciji srzne strukture, a potvrdeno je da
nefukozilirani N-glikani povecéavaju afinitet vezanja antitijela na FcyRIlla, ¢ime pospjeSuju
aktivnost ADCC u in vivo i in vitro studijama.'®!® Suprotno tomu, pove¢an udio krajnjih
ostataka sijalinske kiseline smanjuje afinitet vezanja Fc-FcyRIIla zbog Cega slabi aktivnost
ADCC. Takoder, sijalinizacija fragmenta Fc pospjesuje protupalni odgovor, a Smanjena razina
sijaliniziranih i galaktoziliranih 1gG-a uo¢ena je kod ljudi oboljelih od reumatoidnog artritisa.t”
¥ Povecan udio galaktoziliranih N-glikanskih struktura pojacava afinitet za komplement C1q
¢ime pospjesuje aktivnost CDC te lizira ciljne stanice.?’ IgG je nefunkcionalan ukoliko se
odcijepe Fc N-glikani, zbog ¢ega ne dolazi do vezanja Fc-a i receptora.!! Kako bi se razjasnila
uloga N-glikozilacije i na¢in interakcije fragmenta Fc i FcyR-a tijekom imunoloskog odgovora,

proucavaju se modelni organizmi.

2.3. MiSevi s uklonjenim genima za receptore Fcy iy lanac

Uklanjanje gena (eng. knockout) podrazumijeva ciljanu deleciju ili inaktivaciju gena
organizma. Misevi dijele 99 % homolognih gena s covjekom, stoga se misevi S uklonjenim
genima cesto koriste kao modelni organizmi za pronalazak i definiranje funkcija gena

povezanih s bolestima te za ispitivanje efikasnosti djelovanja novih terapeutika.?!:?2



Kao $to je spomenuto, u radu je analizirana N-glikozilacija 19G-a izoliranog iz mi§jeg seruma
divljeg tipa soja C57BL/6 i miseva istog soja s uklonjenim genima koji kodiraju za receptore
Fcy te vy teski lanac. Misji 1gG dijeli se na Cetiri podklase: IgG1, 19G2a, 1gG2b i 1gG3, a
koncentracije kod odrasle jedinke C57BL/6 za svaku podklasu IgG-a iznose 0,28 mg mL ' za
IgG1, 0,7 mg mL™* za 1gG2a, 1,22 mg mL* za 1gG2b te 0,18 mg mL* za IgG3 §to je niza
zastupljenost 1gG-a u serumu u usporedbi s ljudskim IgG-om ¢ija se koncentracija ukupnog
IgG-a krece od 7,5 - 22 mg mL1.2% Receptori Fcy dijele se na &etiri klase, a kao kod ljudskog
FcyR-a razlikuju se prema afinitetu vezanja za fragment Fc i prema signalnom putu kojeg
stimuliraju. FcyRI, FcyRIII, FcylV su aktiviraju¢i receptori, a FcyRI1IB ima ulogu inhibitora od
kojih jedino FcyRI pokazuje veliki afinitet vezanja za fragment Fc.

N-glikozilacijsko mjesto Asn295 konzervirano je kod svih kraljeznjaka, medutim
postoje razlike u glikozilaciji Fc-a misjeg i ljudskog IgG. Tako se na primjer kod miSeva
sintetizira citidin-monofosfo-N-glikolineuramini¢na kiselina (CMP-Neu5Gc) koja se sialil-
transferazama prenosi do novosintetizirajuéeg N-glikana u trans-Golgijevom kompleksu, dok
je kod ljudi supstrat sialil-transferaze N-acetilneuramini¢na kiselina (CMP-Neu5Ac).6 Udio
fukoziranih N-glikana 1gG-a (95 %) veci je u usporedbi s ljudskim 1gG kod kojeg otprilike 85
% N-glikana ima vezanu fukozu na srznom dijelu strukture. Prema dosada$njim istraZivanjima,
misji IgG nema ,,rac¢vajuci GlcNAc, dok su glikoforme ve¢inom monogalaktozilirane na al1-
3 ruci.?* Prijasnjim studijima na miSevima s uklonjenim genima koji kodiraju za y teski lanac

istrazena je i pokazana vaznost interakcija Fc-Fcy u humoralnom imunoloskom odgovoru.?>2

2.4. Visokoproto¢ne metode za analizu N-glikozilacije

Promjena N-glikozilacije 1gG-a povezuje se s nastankom mnogih bolesti, a svojstva
monoklonskih antitijela u terapeuticima odredena su sastavom N-glikana fragmenta Fc. Zbog
toga je potreban razvoj osjetljivih i robustnih visokoproto¢nih metoda za analizu N-glikozilacije
kod velikog broja uzoraka (do nekoliko tisu¢a). U danasnje vrijeme najéesce se koriste: UPLC,
LC-MS, MALDI-MS te CGE.* Karakteristike navedenih metoda prikazane su u Tablici 1., a
detaljnije ¢e biti objasnjen princip metoda LC-MS i CGE koje su koriStene za analizu N-

glikozilacije misjeg i ljudskog 19G-a.



Tablica 1. Usporedba visokoprotonih metoda za analizu N-glikozilacije *

UPLC

CGE-LIF

MALDI-TOF-LIF

LC-ESI-MS

Visokoproto¢nost

Umjerena, analiza do

50 uzoraka dnevno

Visoka, koriStenje
multipleksnih
kapilara — analiza
do 1000 uzoraka

Visoka, analiza uzorka

unutar 1 minute

Umjerena, analiza do

100 uzoraka dnevno

dnevno
Primjena u glikomici Jako Cesto Rijetka Jako Cesto Umijerena
Razlucivost Visoka Visoka Vrlo visoka Vrlo visoka
Razdvajanje izomera Dobro Vrlo dobro Nije moguée Lose
Kvantifikacija Jako dobra Dobra Umjerena Dobra
Prednosti za Pouzdana Jednostavnost Niski troskovi, visoka Pouzdana

genetska i
epidemioloska

istrazivanja

kvantifikacija,

robustnost

pripreme uzorka,
niski troSkovi,
visoka robustnost i
proto¢nost,
pouzdana relativna
kvantifikacija,

osjetljivost

proto¢nost, mjesno-
specifi¢na i strukturna

glikozilacijska analiza

kvantifikacija,
mjesno-specificna i
strukturna
glikozilacijska

analiza

Nedostaci genetskih
i epidemioloskih

istrazivanja

Niska proto¢nost,
visoki troskovi,

nemoguénost mjesno-

specificne

glikozilacijske analize

Nemoguénost
mjesno-specifi¢ne
glikozilacijske
analize,
nedostupnost baza

podataka

Gubitak sijalinskih
ostataka tijekom
analiza, niska

reproducibilnost

Visoki troskovi

Troskovi opreme

40 - 70 000

(u eurima)

100 000

100 - 150 000

200 - 500 000
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2.5. Teku¢inska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

Tekucinska kromatografija je analiticka tehnika u kojoj se analit raspodjeljuje izmedu pokretne
faze (tekuc¢ine) i nepokretne faze. Prema nacinu odjeljivanja na kromatografskoj koloni
razlikujemo tehnike koje se temelje na razdjeljenju izmedu dvije faze, adsorpciji, ionskoj
izmjeni, odvajanju prema veli¢ini te specifiénim interakcijama analita i nepokretne faze.?” Zbog
razli¢itih brzina gibanja, sastojci uzoraka stvaraju vrpce (zone) koje imaju razlic¢ito vrijeme
ispiranja (eluacije) s kromatografske kolone u kojem se biljezi odziv detektora. Vrijeme koje
se mjeri od unosenja uzorka do odziva detektora naziva se vrijeme zadrzavanja tr (eng. retention
time). To je mjera koja se izrazava kao zbroj vremena koje je potrebno da sastojak prode kroz
kolonu bez zadrzavanja tm (mrtvo vrijeme) i vremena za koje se sastojak zadrzava na

nepokretnoj fazi tn:

tR=tm + 1IN

Ovisi 0 nepokretnoj fazi, vrsti i protoku mobilne faze te radnim uvjetima kromatografije kao
S§to su temperatura uzorka i kolone, tlak i protok mobilne faze. Gradijentnim eluiranjem,
odnosno mijenjanjem udjela pokretnih faza tijekom ispiranja, moguce je posti¢i bolju rezoluciju
tijekom analize nego koristenjem takozvanog izokratnog eluiranja pri kojem se udio pokretnih
faza ne mijenja.?® U ovome radu koristila se kromatografija obrnutih faza uz gradijentno
eluiranje. Kromatografijom obrnutih faza nazivamo metodu kod koje se koristi nepolarna
nepokretna faza (najces¢e C-18, C-8) i polarna pokretna faza (vodena otopina). Odvajanje
glikopeptida temelji se na hidrofobnim interakcijama polipeptidnog lanca i nepokretne faze (C-
18). Eluiranje pocinje s ve¢im udjelom polarnog otapala prilikom ¢ega s kolone najprije izlaze
hidrofilne molekule dok se hidrofobne molekule iz polarne faze vezu na nepokretnu fazu.
Povecavanjem udjela manje polarnog otapala, smanjuju se hidrofobne interakcije analita i
nepokretne faze te se s kolone eluiraju nepolarne molekule. Sto su molekule hidrofobnije jace
¢e se vezati za nepokretnu fazu te je potrebna veca koncentracija nepolarnog otapala za
eluaciju.?®?® Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) najvise se primjenjuje medu tehnikama razdjeljivanja. Uredaj se
sastoji od spremnika otapala te crpki i ventila za dovodenje otapala, uredaja za otklanjanje
mjehurica, kuéista u kojem se nalaze uzorci (eng. autsampler) i sustava za unosenje uzoraka,
kucista za kolonu i detektora. Uzorci koji se nalaze u autosampler-u uvode se u kolonu
premosnim injektorom s petljom pri visokom tlaku (do 600 bara), uz stalan protok pokretne

faze.
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Kolone koje se upotrebljavaju su duljine 30-70 mm s unutra$njim promjerom < 1 mm i
promjerom punila <5um. Za osjetljiviju, efikasniju i brzu analizu koristi se tekuéinska
kromatografija nano-ultra-visoke djelotvornosti (eng. nano-Ultra-High Performance Liquid
Chromatography, nano-UHPLC ili kra¢e nano-UPLC) ¢ije su karakteristike unutrasnji promjer
0,05 do 0,1 mm, protok pokretne faze od 0,1 do 1 uL min™.282° Detektori koji se koriste u
tekucinskoj kromatografiji temelje se na apsorpciji (UV-Vis detektori), fluorescenciji,
vodljivosti 1 indeksu loma. Takoder moguce je povezati dvije tehnike pa se kao detektor moze
Koristiti spektrometar masa (eng. mass spectrometry, MS).2® U ovome radu Koristio se
spektrometar masa s ionizacijom elektrorasprSenja (eng. Electrosparay lonisation, ESI),
kvadrupolom i analizatorom koji mjeri vrijeme leta (eng. Time Of Flight, TOF).

MS je tehnika kojom se detektiraju prethodno ionizirane molekule razdvojene u
vremenu ili prostoru prema omjeru mase i naboja. Analit se najprije ionizira, a zatim se pri
stalnom protoku pokretne faze, preko meduspoja ESI prihvaéa protok do 1 mL min? te
eliminira otapalo prije uvodenja u komoru za prijenos iona pri tlaku do 3x10™* mbara.3*3! ESI
se temelji na rasprsivanju tekuéine u sitne nabijene kapljice primjenom jakog elektri¢nog polja.
Isparavanjem otapala smanjuje se veli¢ina kapljica uz nakupljanje naboja na povrsini pa se pod
utjecajem Coulombovih sila kapljica neprestano dijeli do nastanka iona. loni se potom
usmjeravaju na kvadrupol te se sustavom le¢a ubrzavaju prema TOF-u.?® TOF koji se koristio
za analizu glikopeptida sastoji se od ortogonalnog akceleratora, reflektrona (ionsko zrcalo) i
detektora. Mijeri se vrijeme t za koje ion prijede udaljenost | od izvora do detektora, a

proporcionalno je omjeru mase m i naboja iona z prema izrazu:

. m X2
|z x2 xVxe

gdje je V elektricki potencijal, a e naboj elektrona.?®3! loni se u ortogonalnom akceleratoru
propustaju u pulsevima i ubrzavaju prema reflektronu gdje se normalizira razlika kinetickih
energija iona te povecava razlu¢ivost. To se postize na nacin da ioni iste mase, ali razli¢ite
kineticke energije, razli¢itom dubinom prodiru u elektricno polje. loni s visom Kinetickom
energijom dulje se zadrzavaju u zrcalu zbog ¢ega na detektor stizu u isto vrijeme kao i ioni iste
mase, a nize kineti¢ke energije. Detektor pretvara ionski signal u elektri¢ni preko plo¢e mikro-
kanalnog detektora koji je graden od velikog broja malih pora, a svaka zasebno radi kao

elektronski multiplikator.%3°
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2.6. Kapilarna gel-elektroforeza s laserom induciranom fluorescencijom

Elektroforeza je kretanje nabijenih Cestica u elektricnom polju. Osnovna instrumentacija
kapilarne elektroforeze (eng. Capillay Electrophoresis, CE) ukljucuje izvor visokog napona (0-
30 kV), kapilaru s unutarnjim promjerom < 200 um, dvije posude s puferskim otopinama i
vodljivim elektrodama te detektor. Kapilara ispunjena puferom povezuje posude u kojima se
nalaze puferske otopine pa se primjenom napona, ovisno o polarnosti, analit kre¢e prema katodi,
odnosno anodi. Separacija analita se temelji na razli¢itoj brzini pokretanja iona v primjenom

elektricnog polja prema jednadzbi:

V:ILteXE

gdje je ue elektroforetska pokretljivost, a E jakost elektrinog polja.>® Elektroforetska
pokretljivost (ue ) je fizikalna konstanta koja se odreduje pri potpunoj disocijaciji (o = 1)
ekstrapolacijom pri beskona¢nom razrijedenju, a razlikuje se od eksperimentalno odredene

elektroforetske pokretljivosti uep koja je definirana prema:

L

Hep = T3

gdje je L udaljenost koju ion prijede u vremenu t primjenom elektri¢nog polja E.3*** Ovisi o
naboju, veli¢ini, obliku molekule, viskoznosti, veli¢ini pora, pH pufera, ionskoj jakosti i
temperaturi medija.?® Brzina pokretljivosti iona v ovisi i 0 elektroosmotskoj poketljivosti
otopine elektrolita (eng. Electroosmotic flow, EOF), koja se za otopine elektrolita ve, definira

kao:

ex{
Veo=——"xE
41n

gdje je € dielektricna konstanta otopine, n je viskoznost otopine elektrolita, a  zeta potencijal
na unutra$njoj strani kapilare. Kvarcne kapilare koje se najéesce se koriste u CE, oblozene su
nabijenim silanolnim grupama koje privlace pozitivno nabijene ione iz pufera stvarajuci
elektri¢ni dvosloj. Primjenom napona, zbog utjecaja EOF-a, kationi iz elektricnog dvosloja
migriraju prema negativno nabijenoj katodi rezultirajuci u jednolikom pokretanju pufera prema
katodi. Time je omoguceno istovremeno analiziranje kationa, aniona i neutralnih molekula.
EOF utjece na vrijeme potrebno za separaciju analita, pa je sukladno tome potrebno prilagoditi

duljinu kapilare i pH pufera.
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Pri niskom pH moZe do¢i do adsorpcije kationa na povrsSinu kapilare $to posljedicno moze
smanjiti reproducibilnost analize, dok pri visokom pH moze do¢i do prebrzog eluiranja analita
i smanjene efikasnosti. Optimiziranjem uvjeta kao $to su pH, ionska jakost, temperatura i jakost
elektricnog polja moze se kontrolirati EOF, no u danasnje vrijeme viSe se primjenjuje
modifikacija unutarnje povrsine kapilare ionskim ili hidrofobnim prevlakama te automatska
zamjena polimera nakon svake analize.®2

Kod kapilarne gel elektroforeze, kapilara je ispunjena prikladnim polimerom koji ima
ulogu ,,molekulskog sita“ te se molekule prolaskom kroz pore razdvajaju prema molekulskoj
veli¢ini. lako se najc¢esce koristi detekcija UV-Vis-om, laserom inducirana fluorescencija (eng.
Laser induced fluorescence, LIF) mnogo je osjetljivija metoda kojom se moZe mjeriti
koncentracija u rasponu 10~° - 102 mol dm3.282° DNA sekvenceri primjenjuju se za analizu
glikozilacije metodom CGE-LIF. Poliakrilamidni polimeri obi¢no se koriste za razdvajanje
fluorescentno obiljezenih glikana, dok se ionski argonski laser koristi za pobudu elektrona
koristenih fluorofora. Mjesto za uzorke omoguéava kontakt uzoraka s katodom i jednim krajem
staklene kapilare napunjene polimerom. Anoda je na drugom kraju kapilare uronjena u pufer.
Primjenom elektri¢nog polja, uzorak ulazi u kapilaru kako struja tece od katode prema anodi u
procesu elektrokineti¢kog injektiranja. Nakon injektiranja, jedan kraj kapilare blizu katode
uranja se u pufer te se ponovnom primjenom napona nastavi elektroforeza. Kada analit dode u
podrucje kapilare na kojem se nalazi detektor, laserom se pobuduju elektroni fluorofora kojima
je prethodno obiljezen analit, a emitirana fluorescencija fokusira se na CCD kameru.*® Budugi
da se radi o detektoru koji mjeri fluorescenciju, prije analize nuzno je derivatizirati uzorke koji
ne sadrze fluorofore. Vazno je istaknuti kako su N-glikani ve¢inom neutralne molekule pa zbog
toga derivatizacija fluoroforom koji nosi jedan ili vise negativnih naboja, osim detekcije,
omogucava separaciju u elektricnom polju. 1-aminopiren-3,6,8-trisulfonat (APTS) je
fluorescencijski reagens koji se koristi za oznacavanje slobodnih glikana u dva koraka
mehanizmom reduktivne aminacije.3” U prvom koraku aciklicki monosaharid i APTS tvore
Schiffovu bazu, a potom se nastali imin reducira koriStenjem natrijeva cijanoborohidrida ili 2-
pikolin borana. Valna duljina pobude nakon vezanja na slobodni glikan je 434 nm, dok je valna
duljina emisije pri 520 nm jednaka valnoj duljini emisije boje koja se koristi prilikom DNA
sekvenciranja.*® Budu¢i da APTS ima tri sulfonske skupine APTS-glikani razdvajaju se u
Sirokom rasponu pH vrijednosti. Zbog mogucnosti primjene jakog elektricnog polja, analize
metodom CGE-LIF su kratke, a efikasnost razdvajanja i rezolucija su visoke. Koristenjem vise
kapilara poredanih u niz, mogucéa je visokoproto¢na analiza istovremenim mjerenjem do 96

uzoraka.

14



2.6.1. Metoda HILIC

APTS-om vezani N-glikani procis¢avaju se od nevezanih fluorofora metodom hidrofilne
interakcijske tekucinske kromatografije (eng. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography,
HILIC). Metodom HILIC analit se razdvaja izmedu hidrofilne nepokretne faze i vodene polarne
pokretne faze (najces¢e vodena otopina acetonitrila). Mehanizam odjeljivanja temelji se na
takozvanom tekucina-tekucina razdjeljenju kod kojeg se analit razdvaja izmedu sloja u kojem
se nalazi voda (uz povrSinu nepokretne faze) i sloja bez vode (pokretne faze). Polarne
komponente uzorka jace se vezu za vodeni hidrofilni sloj nepokretne faze te se analiti eluiraju
poveéavanjem polarnosti pokretne faze. Kod procis¢avanja N-glikana obiljezenih APTS-om,
polarni glikani zadrzavaju se na poliakrilamidnoj nepokretnoj fazi, dok se nevezane molekule
APTS-a ispiru vodenom otopinom acetonitrila uz dodatak trietilamina (TEA). Procis¢eni

obiljezeni N-glikani eluiraju se vodom.?6:%’
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3. Materijali i metode

3.1 Materijali

3.1.1. Kemikalije

Acetonitril, UV-HPLC Cc¢istoée (ACN) (Scharlab), acetonitril, LC-MS ¢isto¢e (J.T.Baker),
amonijev hidrogenkarbonat (NHsHCO3) (Acros Organics), citratna kiselina (Sigma-Aldrich),
formamid (Applied biosystems), dimetil sulfoksid (DMSO), etanol (Carlo Erba), formijatna
kiselina (FA) (Merck), Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), izopropanol (Sigma-Aldrich) kalijev
dihidrogenfosfat (KH2POa) (Sigma-Aldrich), kalijev klorid (KCI) (EMD Milipore), natrijev
dodecil-sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich), natrijev klorid (NaCl) (Carlo Erba), natrijev
hidrogenfosfat (Na2HPO4) (Acros Organics), natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika), trietilamin
(TEA) (Sigma-Aldrich), trifluoroctena kiselina (TFA) (Chromasolv),
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Acros Organics), 2-pikolin boran (PB) (Sigma-Aldrich),
(Sigma-Aldrich), propionska kiselina (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Enzimi, boje i standardi za velicinu

Tripsin (Promega) - 0,2 png uL™* enzima se pomijesa s octenom kiselinom koncentracije 20
mmol dm3, pohranjen na -20 °C. Koristi se za razgradnju IgG-a tijekom pripreme uzoraka za

analizu metodom LC-MS.

Peptidil-N-glikozidaza-F (PNGaza F, Promega) - 10 U uL™? (1 U - koli¢ina PNGaze F koja
katalizira oslobadanje N-vezanih oligosaharida s 10 ug denaturirane ribonukleaze B pri pH 7,5
i temperaturi od 37 °C u 10 pL tijekom jednog sata).>® Koristi se za deglikozilaciju N-glikana

tijekom pripreme uzoraka za metodu CGE-LIF.

APTS (Sigma-Aldrich) - fluorofor koji se koristi za oznaCavanje glikana reakcijom reduktivne

aminacije za analizu metodom CGE-LIF .40

GeneScan 500 Rox Size Standard (Thermo Fisher Scientific) - unutarnji standard za veli¢inu
fragmenta DNA prema cijem se migracijskom vremenu odreduju relativna migracijska

vremena fluoroforom obiljezenih N-glikana tijekom analize metodom CGE-LIF.*
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3.1.3. Puferske otopine

10 x PBS - 1,370 mol dm™ otopine NaCl, 0,097 mol dm™ otopine Na;HPOa, 0,022 mol dm™
otopine KH,POys, 0,027 mol dm™* otopine KCI (pH = 6,6).

1 x PBS - razrijediti 100 mL pufera 10x PBS u 1 L ultra ¢iste vode, podesiti pH = 7,4
koriStenjem otopine NaOH.

Pufer za eluaciju IgG-a - 0,1 mol dm otopine formijatne kiseline (pH = 2.5).

Pufer za neutralizaciju 1gG-a - 1 mol dm otopine NaHCOs,

Pufer za pohranu Protein G plo¢ice - 20 % otopina EtOH u 20 mmol dm= otopini Tris i 0,1 mol

dm® otopini NaCl, podesiti pH = 7,4 otopinom HCI.

310x Genetic Analyser pufer s EDTA (Applied Biosystems) - koristi se za analizu metodom
CGE-LIF koristenjem 3130 Genetic Analyzer.*?

3.1.4. Plocice

0,45 pm GHP AcroPrep (Pall) - filtar ploCica s 96 jazica koje mogu zaprimiti volumen od 1 mL
1 polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,45 um. Koristi se za filtriranje uzoraka plazme

prije izolacije 19gG-a.

0,1 um PE Frit (Orochem) - filtar plocica s 96 jaZica koje mogu zaprimiti volumen od 700 pL
i polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,1 um. Koristi se procis¢avanje glikopeptida na

C-18 ¢vrstoj fazi.

Plocica s Proteinom G (BIA Separations) — plo¢ica s 96 jazica volumena 200 pL. Koristi se za

izolaciju 1gG-a iz ljudske plazme.

0,2 um GHP AcroPrep (Pall) — filtar ploc¢ica s 96 jazica volumena 350 pL i polipropilenskom

membranom veli¢ine pora 0,2 um. Koristi se za procis¢avanje APTS-om obiljezenih glikana.

2 mL Plocica za skladiStenje uzoraka (Waters) - plo¢ica s 96 jazica koje mogu zaprimiti
volumen od 2 mL. Koristi se sakupljanje uzoraka prilikom izolacije 1gG-a na Protein G plocici

i sakupljanje eluata obiljezenih N-glikana.
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200 uL PCR Robotic plocica (Thermo scientific) - plocica s 96 jazica koje mogu zaprimiti

volumen od 200 uL. Koristi za tripsinizaciju 1gG-a i sakupljanja pro¢iséenih glikopeptida.

MicroAmp Optical Reaction plocica (Thermo scientific) - plo¢ica s 96 jazica koje mogu

zaprimiti volumen od 200 pL. Koristi se za analizu uzoraka metodom CGE-LIF.

3.1.5. Cvrste faze za prociscavanje

Chromabond C-18 (Macherey-Nagel ) - silika gel, veli¢ina pora: 60 A, veli¢ina ¢estica 45 um

Bio-gel P-10 (Bio-Rad) - poliakrilamidni gel, veli¢ina ¢estica 45-90 um

3.1.6. Uredaji

Centrifuge 5804 (Eppendorf) - visenamjenska centrifuga

SpeedVac Concentrator Savant SC210A (Thermo) - uredaj za otparavanje uz centrifugiranje s
hladnom stupicom za paru Savant RVT400 i vakuum pumpom OFP400. Koristi se za susenje i

ukoncentriravanje uzorka.
Vacuum Manifold (Milipore) - vakuum uredaj za plocice.
Lab. Incubator (M.R.C.) - inkubator termostatiran na 37 °C i 65 °C.

MicroSealer (MicroSeal) - uredaj za prijanjanje aluminijske mikrofolije na plocice.
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3.2. KoriSteni uzorci

Za provodenje ovog istrazivanja koriste se uzorci imunoglobulina G izolirani iz ljudske plazme
zdravog ispitanika te uzorci misjeg seruma iz soja C57BL/6 prikupljeni u Laboratoriju za
genetiku BioloSkog odsjeka Sveucilista Erlangen-Niirnberg u sklopu projekta EU FP7 ,,High
glycan®. Procjenom eti¢nosti znanstvenog istrazivanja, istrazivanje je odobreno odlukom
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta.

Standardni i bioloski uzorci misjeg 1gG-a izolirani su iz 250-300 pL krvnog seruma
divljeg tipa soja C57BL/6 i miSeva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju receptore
Fcyl, FeylIB, Feylll i FeylV te teski y lanac IgG-a. Standardni uzorci ljudskog IgG-a izolirani

su iz 100 pL krvne plazme.

3.3. Izolacija imunoglobulina G iz krvne plazme

Afinitetna kromatografija za izolaciju 19gG-a iz krvne plazme i seruma temelji se na vezanju
IgG-a na monoliticku plo¢icu s Proteinom G. Uzorci misjeg IgG-a prethodno su izolirani u
svrhu drugih testiranja iz 250-300 pL seruma te su prije koristenja skladiSteni na temperaturi
od - 20 °C. Za potrebe optimizacije metode CGE-LIF, u ovome radu, izoliran je samo IgG iz
standardnog uzorka ljudske plazme. Plazma se najprije centrifugira 3 minute na 3000 rpm kako
bi se odvojili lipidi te se otpipetira po 100 uL u 2 mL plo€icu za skladiStenje uzoraka. Svaki
uzorak razrijedi se 7 puta s 1x PBS te se razrijedena plazma prebaci u 1 mL 0,45 uL Acro Prep
GHP filtar plocicu. Uzorci se filtriraju koristenjem vakuum uredaja za plocice u novu 2 mL

plocicu za skladistenje uzoraka te se potresaju na uredaju na mijeSanje do koristenja.

3.3.1. Pripremanje plocice s Proteinom G

Prije izolacije 1gG-a na monolitskoj plocici s Proteinom G, potrebno je pripremiti plocicu za
koristenje. U narednim koracima ispiranja, neutralizacije i uravnotezavanja uvjeta koristi se
vakuum uredaj pri tlaku koji ne prelazi 430 mm Hg. Protein G plocica ispire se najprije
pipetiranjem 2 mL ultra Ciste vode, a potom po 2 mL 1x koncentrirane otopine PBS-ai 1 mL

formijatne kiseline koncentracije 0,1 mol dm™ u svaku jaZicu.
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Nakon svakog dodavanja navedenih otopina primijeni se vakuum. Pipetira se po 1 mL 10x
koncentrirane otopine PBS-a za neutralizaciju nakon ¢ega se primijeni vakuum. Za
uravnotezavanje uvjeta plocice s Proteinom G doda se 2 mL 1x koncentrirane otopine PBS-a

nakon ¢ega se primijeni vakuum.

3.3.2. Vezanje imunoglobulina G i eluacija

Filtrirana plazma prebaci se na plocicu s Proteinom G te se primijeni vakuum uredaj za plo¢ice
pri tlaku koji ne prelazi 250 mm Hg. Otpipetira se po 2 mL 1x koncentriranog PBS-a koji veze
IgG za ¢vrstu fazu plocice te se filtrira uz vakuum koji ne prelazi 430 mmHg. 1gG se eluiras 1
mL otopine formijatne kiseline koncentracije 0,1 mol dm= u 2 mL plo¢icu za skladistenje.
Primijeni se vakuum uz tlak od 250 mm Hg. IgG se neutralizira dodatkom 170 uL otopine
NH4HCO; koncentracije 1 mol dm™. Nakon koristenja, plo¢icu potrebno je regenerirati
ispiranjem s po 2 mL otopine formijatne kiseline koncentracije 0,1 mol dm, 2 mL 10x
koncentriranog PBS-a i 2 mL 1x koncentriranog PBS-a. lza svakog dodavanja navedenih
otopina primijeni se vakuum od 430 mm Hg. Plocica s Proteinom G stavi se u pufer za

skladiStenje 1 Cuva na temperaturi od 4 °C.

3.3.3. Odredivanje koncentracije imunoglobulina G

Koncentracija 1gG-a mjeri se pri valnoj duljini od 280 nm koristenjem spektrofotometra
NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).

Koncentracija prethodno izoliranog standardnog uzorka ljudskog IgG-a iz alikvota od
20 pL iznosi 0,60 mg mL™. Uzorci misjeg 1gG-a koji su prethodno bili skladisteni na - 20 °C,
odledeni su na sobnoj temperaturi nakon Cega je mjerena koncentracija. Budu¢i da je
koncentracija migjeg IgG < 0,1 mg mL™' nije moguée precizno mijeriti koncentraciju
spektrofotometrom NanoDrop 8000, zbog ¢ega je potrebno ukoncentrirati uzorke susenjem u
uredaju za otparavanje uz centrifugu. Sav uzorak misjeg 1gG-a se posusi nakon ¢ega se ponovno
mjeri koncentracija. Uzorak se resuspendira u otopini amonijeva formijata koncetracije 0,1 mol
dm3, a nakon ponovnog mijerenja prosje¢na vrijednost za standardne misje uzorke u 40 pL
amonijeva formijata iznosi 0,68 mg mL™, a za bioloske uzorke u 45 pL otopine amonijeva

formijata 0,50 mg mL™.
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3.4. Analiza metodom tekucdinske kromatografije spregnute sa

spektrometrijom masa

3.4.1. Razgradnja imunoglobulina G tripsinom

Misji IgG razgraduje se u manje peptide tripsinizacijom. 100 pL tripsina razrijedi se u 1 mL
hladne ultra Ciste vode, a potom se doda 10 uL otopine tripsina u svaki uzorak uz mijesanje
pipetiranjem. Prije inkubacije uzoraka potrebno je provjeriti pH uzorka koji ne smije prelaziti

pH = 6. Ploc¢ica se hermeti¢ki zatvori mikrofolijom, centrifugira te inkubira 18 sati na 37 °C.

3.4.2. Procis¢avanje glikopeptida

Glikopeptidi se procisc¢avaju kromatografijom obrnutih faza uz ekstrakciju na C-18 ¢vrstoj fazi.
Ispiranje uzorka i eluiranje odvija se pri tlaku koji ne prelazi 50 mm Hg. Priredi se suspenzija
C-18 sorbensa u 80 %-tnoj otopini ACN-a i 0,1 %-tne otopine TFA koncentracije 50 mg mL™*
te se doda 100 uL suspenzije u svaku jazicu 0,1 um PE Frit filtar ploCice. Prije nanoSenja
uzorka, potrebno je isprati i uravnoteziti uvjete plocice. Za ispiranje se koristi 80 %-tna otopina
ACN-ai 0,1 %-tna otopina TFA. U jazice se nanese 3x po 200 uL otopine za ispiranje, a potom
se iza svakog nanosSenja primijeni vakuum. 3x po 200 uL 0,1 %-tne otopine TFA otpipetira se
u jazice te se primijeni vakuum, nakon $to je plo¢ica spremna za ekstrakciju. U jaZice se nanesu
uzorci glikopeptida prethodno razrijedeni 10 puta u 0,1 %-tnoj TFA. Slijedi inkubacija 2 min,
nakon ¢ega se primijeni vakuum. Za ispiranje uzorka doda se 3x po 200 uL 0,1 %-ne TFA te
se primijeni vakuum. Filter plocica se stavi na plocicu za skladistenje uzorka koja sluzi kao
stalak te se centrifugira 15 sekundi nakon cega se postavi na PCR Robotic plocicu za
sakupljanje eluata. Glikopeptidi se eluiraju pipetiranjem po 200 pL 20 %-tne otopine ACN-a i
0,1 %-tne otopine TFA u svaku jazicu s uzorkom centrifugiranjem od 300 do 800 rpm u trajanju
od 5 minuta. Brzina centrifugiranja povecava se za 100 rpm-a svake minute. Prije
centrifugiranja, uzorci se inkubiraju u eluensu 2 minute. Eluati se osuse u uredaju za otparavanje
uz centrifugiranje, a potom se PCR plocica hermeticki zatvori mikrofolijom i pohrani na -20 °C

do upotrebe ili se dalje koristi za analizu.
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3.4.3. Analiza glikopeptida fragmenta Fc metodom LC-MS

Eluati glikopeptida se prije analize resuspendiraju dodatkom 20 uL ultra Ciste vode te se najprije
razdvoje tekuc¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti koristenjem Nano AQUITY
uredaja (Waters), a potom se analiziraju spektrometrom masa. VVolumen injektiranja je 10 uL.
Uzorci najprije prolaze C-18 SPE ,trap“ kolonom (Acclaim PepMap100, 5mm x 300 um,
Dionex), eluiranjem s 0,1 %-tnom otopinom TFA pri protoku od 40 uL min™. Nakon toga,
razdvajaju se kromatografijom obrnutih faza koristenjem C-18 nano-kolone (Halo, 150 x 100
um). Pokretne faze su 0,1 %-tna otopina TFA (pokretna faza A) te 80% -tna otopina ACN-a i
0,1 %-tna otopina TFA (pokretna faza B). Gradijent za razdvajanje podklasa 1gG-a pocinje s
18,5 % mobilne faze B, a zavrsava s 26 % pokretne faze B uz protok 1 uL mint. Uzorci s UPLC
kolone uvode se preko meduspoja ,,sheat-flow* ESI u spektrometar masa (micrOTOF-Q,
Brucker Daltonics). Kako bi se smanjilo ionsko sparivanje TFA u plinovitom stanju prilikom
koristenja ESI, smjesa 50 %-tnog izopropanola i 20 %-tne propionske kiseline dovodi se na
izvor iona uz protok od 2 pL min? §to podrazumijeva ,,sheat-flow*. loni se dijele na temelju
omjeram/z u TOF-u, a spektri masa snimani su u rasponu vrijednosti m / z od 600 Hz do 1900
Hz pri frekvenciji od 0,5 Hz u pozitivnom modu. Ukupno vrijeme analize po uzorku je 17

minuta.

3.4.4. Procesiranje i analiza podataka

Analizirani glikopeptidi kalibriraju se listom poznatih vrijednosti m / z glikopeptida, a dobiveni
spektri otvaraju se u mzXML formatu koriStenjem Compas DataAnalysis 3.2 (Bruker) softwera.
Kvantificiraju se povrsine 95 % izotopa u cjelokupnoj izotopnoj raspodjeli glikoformi za
dvostruko i trostruko nabijene ione koristenjem komercijalnog programa LaCy tools.
Znacajnost razlika medu udjelima normaliziranih povrSina glikoformi za pojedinu klasu IgG-a
divljeg tipa i miseva s uklonjenim genima za FcyR, testiraju se Mann-Whitneyevim U testom

uz FDR (eng. False Rate Discovery) korekciju p vrijednosti.*
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3.5. Analiza metodom kapilarne gel-elektroforeze s laserom induciranom

fluorescencijom

3.5.1. Deglikozilacija

20 uL eluata IgG-a iz ljudske plazme prethodno izoliranog na plocici S Proteinom G
koncentracije 0,6 mg mL™ se prenese na 1 mL plogicu za skladistenje uzoraka, a zatim se osuse
u uredaju za otparavanje uz centrifugiranje. 1gG se resuspendira dodatkom po 3 uL 1,66x
koncentriranog pufera PBS-a (1 mL ultra ¢iste vode + 0,5 mL 5x koncentriranog PBS-a) u svaki
uzorak, a potom 4 uL SDS-a volumnog udjela 0,5 %. Plocica se zatvori polipropilenskim
kapicama te inkubira 10 minuta na 65 °C. U svaki uzorak doda se 2 uL Igepal-a volumnog
udjela 4 % uz mijesanje pipetom. Potresa se 15 minuta nakon ¢ega se doda 1 uL svjeze
priredene enzimske otopine (0,12 uL otopine PNG-aze F i 1 uL 5x koncentriranog PBS-a za
svaki uzorak). Uzorci se resuspendiraju pipetiranjem te se plocica zatvori mikrofolijom nakon

Cega slijedi inkubacija 3 sata na 37 °C.

3.5.2. Fluorescentno obiljezavanje N-glikana

Uzorci inkubirani PNG-azom F osuSe se u uredaju za otparavanje uz centrifugu te se uz
mijeSanje pipetiranjem doda po 2 pL ultra ¢iste vode u svaki uzorak. Slobodni N-glikani
fluorescentno se obiljezavaju APTS-om uz dodatak reducirajuceg agensa PB-a. Priredi se 30
mmol dm otopina APTS-a u otopini citratne kiseline koncentracije 3,6 mol dm. Otopina PB-
a koncentracije 1,2 mol dm™, prireduje se otapanjem PB-a u DMSO-u. 2 pL svjeze priredene
otopine APTS-a doda se u jazice, a zatim 2 uL otopine PB-a uz mijeSanje. PloCica se prekrije
folijom te se potresa 10 minuta nakon ¢ega se centrifugira. Slijedi inkubacija 16 sati na 37 °C.

Reakcija reduktivne aminacije zavrsava dodavanjem 100 uL otopine 80 %-tnog ACN-a.
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3.5.3. Procis¢avanje N-glikana obiljezenih APTS-om

N-glikani prethodno obiljezeni APTS-om, procis¢avaju se metodom HILIC na
poliakrilamidnom Bio-gelu P-10. U jazice 0,2 GHP AcroPrep filtar plo¢ice doda se po 100 pL
prethodno priredene suspenzije Bio-gel P-10 u ultra &istoj vodi koncentracije 100 mg mL™. U
postupcima uravnotezavanja uvjeta ¢vrste faze, nanoSenja uzoraka te eluiranja koristi se
vakuum uredaj za plocice pri tlaku koji ne prelazi 50 mm Hg. Otpipetira se 5x po 100 uL ultra
Siste vode u svaku jazicu uz primjenu vakuuma nakon svakog ispiranja vodom. Cvrstu fazu
potrebno je dovesti u stanje ravnoteze ispiranjem 3x po 100 uL otopinom ACN-a volumnog
udjela 80 %. Nakon svakog ispiranja otopinom ACN-a primijeni se vakuum. 110 uL svakog
uzorka prenese se na plo¢icu nakon ¢ega se inkubiraju 5 minuta uz potresanje, a potom se
primijeni vakuum. Za pro¢is¢avanje APTS-om oznac¢enih N-glikana koristi se 80 %-tna otopina
ACN-a i 80%-tna otopina ACN-a pomijesana s 0,1 %-tnom otopinom TEA titrirana s octenom
kiselinom do pH = 8,5. U jaZice se odpipetira 5x po 100 uL otopine 80%-tnog ACN i 0,1 %-
tne TEA za ispiranje nevezanog APTS-a, a nakon toga 3x po 100 uL 80%-tne otopine ACN-a.
Nakon svakog dodatka otopine, uzorci se najprije inkubiraju 2 min na sobnoj temperaturi, a
potom se primijeni vakuum. Plo¢ica s uzorcima centrifugira se 5 minuta na 500 rpm te se
premjesti na ¢istu ABgene PCR plocicu za skupljanje eluata. U jaZice s uzorcima doda se 50
uL ultra Ciste vode kako bi Cestice Bio-gela nabubrile te se ploc¢ica inkubira 5 minuta. Primijeni
se vakuum, a zatim se N-glikani obiljezeni APTS-om eluiraju sa 100 uL ultra ¢iste vode po
uzorku. Plocice se inkubiraju 5 minuta na sobnoj temperaturi te se eluat uz primjenu uredaja za
vakuum uz tlak koji ne prelazi 50 mm Hg sakupi u ABgene PCR plo¢icu. Uzorci se odmah
analiziraju ili se pohrane na -20 °C do koristenja.

Osim volumena Bio-gela P-10 od 100 pL i eluiranja sa 100 pL ultra ¢iste vode, prilikom
optimizacije predanalitickog postupka proc¢is¢avanja N-glikana obiljezenih APTS-om testiran
je i volumen ¢vrste faze Bio-gela P-10 od 200 uL uz eluiranje 2x po 200 pL ultra Ciste vode.

Svi ostali koraci postupka procis¢avanja obiljezenih N-glikana ostaju isti.
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3.5.4. Analiza N-glikana obiljezenih APTS-om metodom CGE-LIF

Fluorescentno obiljezeni N-glikani analiziraju se koristenjem 3130 Genetic Analizer (Applied
Biosystems). Uredaj je opremljen s 4 kapilare duge 50 cm, ispunjene polimerom POP-7
(Applied Biosystems). Uzorci za injektiranje prirede se mijesanjem s 9 pL formamida HiDi,
0,02 pL standarda za veli¢inu DNA GeneScan-500 Rox i 1 pL uzorka u novoj MicroAmp
Optical Reaction plo¢ici. Plocica se centrifugira nakon ¢ega se prekrije septom. Za analizu i
relativnu kvantifikaciju vise zastupljenih glikana, zbog cijepanja i ,,rezanja“ maksimuma
pikova, uzorci se razrijede 10 x u ultra Cistoj vodi, dok za kvantifikaciju manje zastupljenih
pikova, uzorke nije potrebno dodatno razrijedivati. Napon injektiranja je 12 eV u trajanju od 15
s. Vrijeme analize je 2500 s, a napon tijekom analize 15 kV. Temperatura je 60 °C. Prilikom
optimizacije mijenjaju se samo napon i vrijeme injektiranja. Fluorescencija se mjeri
koristenjem 4 mW ionskog lasera argona s valnom duljinom pobude 488 nm i emisije pri 520

nm.

3.5.5. Procesiranje i analiza podataka

Rezultati analize metodom CGE-LIF procesiraju se u software-skom programu Data Collecton
(Applied Biosystems). Migracijsko vrijeme N-glikana obiljezenih APTS-om normalizira se u
odnosu na migracijsko vrijeme DNA fragmenata standarda za veli¢inu GeneScan-500 Rox.
Glikanski pikovi kvantificiraju se koristenjem aplikacije OpenChrom 1.1.0. (Lablicate UG), a

dobiveni rezultati obraduju koristenjem R programskog jezika.*
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Analiza N-glikozilacije imunoglobulina G metodom tekuéinske

kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa

Metodom LC-MS, glikopeptide je moguce razdvojiti po podklasama IgG-a te analizirati
mjesno-specificnu N-glikozilaciju fragmenta Fc. Analizirani su uzorci 1gG-a izoliranog iz 250-
300 pL seruma miSeva soja C57BL/6 divljeg tipa te miSeva istog soja kod kojih su uklonjeni
geni koji kodiraju FcyRI, FcyRIIB FcyRIN FcyRIV te y teski lanac IgG-a. Provedena su dva
eksperimenta prema radnim uvjetima metode LC-MS navedenima u Poglavlju 3.4.3. U prvome
eksperimentu, analizirana je N-glikozilacija standardnih uzoraka 1gG-a iz seruma koji je
prethodno sakupljen iz viSe uzoraka (eng. pooled samples) tj. seruma miseva divljeg tipa te
miseva kod kojih su uklonjeni geni za navedene receptore Fcy. Analizom standardnih uzoraka
testirana je ponovljivost metode LC-MS koja je prethodno razvijena i optimizirana na uzorcima
ljudskog 1gG-a. Nakon $to se metoda LC-MS pokazala zadovoljavaju¢om za analizu uzoraka
misjeg IgG-a, u drugom eksperimentu analizirana je N-glikozilacija 1gG-a izoliranog iz
bioloskih uzoraka, odnosno seruma jedinki divljeg tipa i jedinki miseva s uklonjenim genima

za FcyR iy lanac.

4.1.1. Analiza N-glikozilacije standardnih uzoraka misjeg imunoglobulina G

Prethodno je razvijena i optimizirana metoda LC-MS za analizu ljudskog 1gG-a ¢iji su uvjeti
mjerenja i metodologija pripreme uzoraka opisani u Poglavlju 3.4.3. Potrebno je ispitati mogu
li se uz prihvatljivu ponovljivost, istom metodom analizirati uzorci misjeg IgG-a koji imaju
manju koncentraciju 1gG-a u serumu u usporedbi s ljudskim 1gG-om te razli¢ito vrijeme
eluiranja s kromatografske kolone.

Procis¢enim, standardnim uzorcima 1gG-a Koji su izolirani iz seruma miseva divljeg
tipa i miSeva s uklonjenim genima za FcyR i y lanac mjerena je koncentracija. Prosje¢na
koncentracija svih uzoraka nakon suSenja u uredaju za otparavanje uz centrifugiranje te

resuspendiranja u 40 pL otopine amonijeva formijata, iznosila je 0,68 mg mL™.
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Uzorci 1gG-a razgradeni su tripsinom, nakon ¢ega slijedi procis¢avanje na ¢vrstoj fazi C-18 i
eluacija glikopeptida prema detaljno opisanoj metodologiji u Poglavlju 3.4. Osuseni uzorci
procisc¢enih glikopeptida resuspendirani su u 20 pL ultra Ciste vode prije injektiranja i
analiziranja metodom LC-MS. Jednom su injektirane po Cetiri tehnicke replike za svaki od
uzoraka IgG-a iz seruma miSeva divljeg tipa. Takoder, jednom su injektirane po Cetiri tehnicke
replike 1gG-a iz miseva kojima su uklonjeni geni za receptore FcylIB, Fcylll, FcylV te y teski
lanac IgG-a te po jedna tehnicka replika za IgG izoliran iz seruma miSeva s uklonjenim genima
za receptor Fcyl. Starost svih miSeva je 8 tjedana. Uzorci seruma prije izolacije 1gG-a
randomizirani su kako bi se izbjegla varijacija koju nosi ista pojedina serija analiziranih
uzoraka.

Za svaku od glikoformi, integrirano je 95 % povrsine izotopa u cjelokupnoj izotopnoj
raspodjeli za dvostruko i trostruko nabijene ione koriitenjem software-a LaCy tools.
Izracunati su udjeli povr§ina prema ukupnoj povrsini za sedam najzastupljenijih glikoformi
prema ¢ijim je koeficijentima varijacije (eng. Coefficient of Variation, CV) procijenjena
ponovljivost metode. Buduéi da se radi o standardnim uzorcima misSjeg IgG-a, izraCunate
varijacije su tehnicke, odnosno varijacije proizasle iz pripreme uzoraka i samog mjerenja.
Teorijske vrijednosti m / z i strukture za sedam glikoformi H3N4F1, H4N4F1, H5N4F1,
H4N4F1G1, H5N4F1G1, H5N4F1G2 i H3NSF1 prikazane u Tablici 2. Razlicite podklase
imaju razli¢itu zastupljenost glikanskih struktura, a eluacijski profil misjeg IgG-a prikazan je

na slici 4.

IgG 3

1gG1

Q754 ‘

Intezitet x 10°

Q804

IgG2a/b

-~ = et S — iz ae S

S 60 "~ &5 70
Vrijeme / min

Slika 4. Kromatogram podklasa miSjeg IgG-a
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Tablica 2. Teorijske vrijednosti m / z glikopeptida fragmenta Fc misjeg IgG-a koje odgovaraju
i EDYNSTIR (mlgG2)

peptidnim  slijedovima EEQINSTFR (mlgG1l),
EAQYNSTFR (mIgG3) na koje su vezani N-glikani: H3N4F1, H4N4F1, H5NA4F1,

EDYNSTLR

H4N4F1G1, H5N4F1G1, H5N4F1G2 i H3N5SFL.

Glikanska
struktura

mlgG1 AQ75B5P42

mlgG2 AQADA6YYS32

mlgG3 P03987-22

2+ 3+

AQAQ75B5P32
2+ 3+

2+

3+

H3N4F1

Q‘:’c
[
Qo

1284.5394 | 856.6954
1285.0410 | 857.0297
1285.5424 | 857.3640
1286.0437 | 857.6982
1286.5451 | 858.0324

1221.4998 | 814.6689
1222.0013 | 815.0033
12225027 | 815.3376
1223.0041 | 815.6718
1223.5054 | 816.0060

1280.5263
1281.0279
1281.5293
1282.0306
1282,5320

854,0200
8543543
854.6886
855.0228
855,3571

H4N4F1

pep

H5N4F1

pep

H4N4F1G1

pep

H5N4F1G1

pep

1365.5658
1366.0674
1366.5688
1367.0702
1367.5715

910.7130
911.0473
911.3816
9117159
912.0501

1446.5923
1447.0938
1447.5952
1448.0966
1448.5979

964,7306
965,0650
965.3992
965.7335
966.0677

1519.1110
1519.6126
1520.1140
1520.6154
1521.1167

1600.1374
1600.6390
1601.1404
1601.6418
1602.1431

1013.4108
1013,7451
1014.0793
1014.4135

1067.4284
1067.7627
1068.0969
1068.4312

| 1383.5526

10130764

1067.0940 |

1302.5262
1303,0277
1303,5292
1304.0305
1304.5318

868.6865
869.0209
869.3552
869.6894
870.0236

9227041
9230385
9233728
923.7070
924.0413

1384.0542
1384.5556
1385.0570
1385,5583

1456.0714
1456.5729
1457.0743
1457.5757
1458.0770

1537.0978
1537.5993
1538.1008
1538.6022
1539,1035

971.0500
971.3844
9717186
9720529
9723871

1025.4020
1025.7363
1026.0705
1026.4047

1025.0676 |

1361.5527
1362.0543
1362.5557
1363.0571
1363.5584

| 1442,5792

1443.0807
1443.5821
1444.0835
14445849

15150979

1515.5995
1516.1009
1516.6023
1517.1036

1596.1243
1596.6259
1597.1273
1597.6287
1598.1301

908.0376
908.3719
908.7062
909.0405
909.3747

962.0552 |

962.3895
962.7238
963.0581
963.3923

10104010 |

1010.7354
1011.0697
1011,4039
1011.7382

1064.4186 |

1064.7530
1065.0873
10654215
1065,7558

H5N4F1G2

pep

1753.6826
17541842
1754.6856
1755.1870
1755.6883
1756.1897

1169.4575
1169.7918
1170.1261
1170.4604
1170.7946
1171.1289

1690.6429
1691.1445
1691.6460
1692.1473
1692.6487
1693.1500

1127.4310
1127.7654
1128.0997
1128.4340
1128.7682
1129.1024

1749.6695
1750.1711
1750.6725
1751.1739
1751.6752
1752.1766

1166.7821
1167.1164
1167.4507
1167.7850
1168,1192
1168.4535

H3NS5F1

pep

1386.0791
1386.5807
1387.0821
1387.5834
1388.0848

9243885
924,7229
925.0571
925.3914
925,7256

1323,0395
1323,5410
1324,0424
1324.5438
1325.0451

882.3621
882.6964
883.0307
883.3649
883.6992

1382.0660
1382.5676
1383.0690
1383.5703
1384.0717

921.7131
922.0474
9223817
922.7160
923.0502

a - polipeptidni slijedovi preuzeti su iz baze podataka UniProt %
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Pojedina glikoforma ima razli¢it udio normalizirane povrSine za razli¢ite podklase IgG-a pa su
izraCunate standardne devijacije (eng. Standard Deviation, SD) te vrijednosti CV za glikoforme
za svaku podklasu 1gG1, 1gG2 i 1gG3 pojedinacno, Cije su vrijednosti dane u Tablici 3.
Premoscuju¢i GlcNAc ne moze se identificirati na podklasama 1gG2 i 1gG3 izoliranog 19gG-a iz
divljeg tipa i miSeva kojima su uklonjeni geni za FcyR i1y lanac metodom LC-MS pri koristenim
uvjetima. Za identifikaciju i relativnu kvantifikaciju potrebno je koristenje instrumentne tehnike
veée osjetljivosti kao npr. metode CGE-LIF.# Iz rezultata prikazanih u Tablici 3. vidljivo je da
se udjeli normaliziranih povrsina glikoformi za razlicite podklase IgG-a istog uzorka razlikuju,
a opcenito najmanju varijaciju po svim podklasama i uzorcima imaju dvije najzastupljenije
glikoforme H3N4F1 i H4N4F1. Nadalje, najvecu varijaciju imaju sijalinizirane glikoforme
H4N4F1G1, H5N4F1G1 i H5N4F1G2.

Prilikom razdvajanja na kromatografskoj koloni i ionizacije moze doé¢i do gubitka
sijalinske kiseline, pa je ocekivano je da ¢e varijacija za navedene glikoforme biti veca u
usporedbi s ostalim glikoformama za sve podklase 1gG-a.2% Bududéi da se radi o prvom testiranju
N-glikozilacije mi§jeg IgG-a na metodi koja je optimizirana za analizu N-glikozilacije ljudskog
IgG-a, vrijednost CV-a za najzastupljeniju strukturu (H3N4F1) podklase 1gG1 manja od 3 %
uzima se kao zadovoljavajuci kriterij za daljnju analizu N-glikozilacije 19G-a izoliranog iz
divljeg tipa 1 miSeva kojima su uklonjeni geni za receptore FcylIB, Fcylll, FcylV te y teSki lanac.
Rezultati pokazuju da je metoda LC-MS ponovljiva te da se N-glikozilacija 1gG-a izoliranog iz
bioloskih uzoraka, odnosno iz seruma jedinki divljeg tipa te jedinki miSeva s uklonjenim

genima za receptore Fcy i y lanac moze dalje analizirati.
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Tablica 3. Ponovljivost metode LC-MS testirana na standardnim uzorcima misjeg IgG-a. Prikazani su
udjeli normaliziranih povrsina, standardna devijacija (SD) i koeficijent varijacije (CV) za sedam
najzastupljenijih glikanskih struktura 1gG-a izoliranog iz seruma C57BL/6 miseva divljeg tipa (N = 4) i
miseva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju FcyRI (n = 1), FcyRIIB (n = 4), FcyRIIl (n =
4), FcyRIV (n = 4) te y teski lanac (n = 4) gdje n oznacava broj tehni¢kih replika.

Diviji_tip (WT)
mlgG 1 mlgG 1I mlgG 11
Udio /% SD/% CV /% Udio /% SD/% CV/% Udio/% SD/% CV/%

H3N4F1 59.18 1.03 1.74 15,55 237 15.24 40.58 0.37 0.90
H3N5F1 1.39 0.27 1934 - - - -
H4N4F1 2325 026 1,10 | 39.13 0.64 1.63 38.49 0.55 1.44
H4N4F1G1 | 8.66 0.88 10.19 | 10,04 0.32 3.14 6.24 0.45 7.17
H5N4F1 3.07 0.10 3,16 14.47 0.52 3.60 11,30 0.30 2,62
HSN4F1G1 | 3.43 0.56 1641 | 16.49 1.39 8.41 3.05 0.31 10.23
HSN4F1G2 | 1,01 0.13 1246 | 432 0.52 12.06 0.34 0,12 34.96

Glikanska
struktura

FcyRI

H3N4F1 56.45 2 - 6.66 o o 4392 3 .

H3N5F1 0.65 = i = = = = - =

H4N4F1 2485 - - 35.59 - - 38.57 - -
H4N4F1G1 9.62 - - 8.98 - - 498 - -

H5N4F1 327 - - 18,51 - - 10,02 - -
H5N4F1G1 | 4.04 = - 23.76 = = 2.28 g =
H5N4F1G2 1,13 - = 6.49 = = 0.22 = =

FcyRIIB
H3N4F1 57.13 1.48 2.59 22.52 3.37 14,96 41,76 1.81 433

H3NS5F1 1.35 0.08 5.88 - - - - -
H4N4F1 2297 023 0.99 | 45.89 0.45 0.97 40.87 0.30 0.73
H4N4F1G1 | 9.86 0.71 7.21 7.23 0.87 12,08 4,14 0.66 15.88
H5N4F1 3.67 0.21 5.69 14.24 0.38 2.67 10.43 1.10 10.51
H5N4F1G1 | 3,94 039 995 8.43 275 32.69 238 0.37 15.36
H5N4F1G2 | 1.08 0.16 15.18 1.69 0.24 14.02 0.42 0.09 20.77

H3N4F1 61.40 1.78 2.89 14.81 1.09 7.39 40.24 4.05 10.06
H3N5F1 1.22 0.09 7.50 - - - - -
H4N4F1 22.04 0.15 0.70 | 41.79 0.97 231 38.65 1.53 3.96

H4N4F1G1 7.24 0.61 8.36 10,54 0.79 7.54 5.91 198 3342
H5N4F1 291 0.20 6.80 13,58 0.44 322 10.59 2,13 20.09
H5N4F1G1 | 3.46 093 2680 | 15.18 0.62 4.09 3.98 1.49 37.29
H5N4F1G2 | 1.73 023 1322 4.10 0.10 2.38 0.62 0.13 2137
FcyRIV
H3N4F1 5997 0.61 1.02 15.69 2.59 16,54 40,34 245 6.08
H3N5F1 1,21 0.10 8.14 0,00 0.00
H4N4F1 21,78 0.34 1.55 39.84 1.89 475 36.50 1.22 3.34
H4N4F1G1 9.59 0,27 2.87 10,52 0.82 7.75 7.50 1,72 2295
H5N4F1 2.81 0.10 3.70 14 46 0.58 4.04 10,91 0.20 1.86

H5N4F1G1 | 341 0.04 1.20 1525 0.75 491 4.19 1.94 46.38
HSN4F1G2 | 1.23 012 946 425 0.75 17.70 0.55 0.21 38.68

H3N4F1 60.49  0.52 0.86 27.83 3.29 11.84 46.12 1.45 3.14
H3NS5F1 131 0.08 6.32 - - - - -
H4N4F1 2226 034 1.52 4235 0.77 1.81 38.72 1.25 322

H4N4F1G1 | 891 0.18  2.05 7.46 0.43 5.81 3.31 0.58 17.41

H5N4F1 281 0.08 2,78 12.26 0.86 7.02 9.76 0.85 8.68
H5N4F1G1 | 3.14 0.14 449 8.58 255 29.76 1.78 0.41 23,18
H5N4F1G2 | 1.09 0.08 7.34 1.51 0.35 22.88 0.31 0.12 37.55
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4.1.2. Analiza N-glikozilacije bioloSkih uzoraka misjeg imunoglobulina G

Optimizirana metoda LC-MS za analizu ljudskog 1gG-a pokazala se prihvatljivom za daljnju
analizu bioloskih uzoraka IgG-a izoliranih iz misjeg seruma divljeg tipa soja C57BL/6 te
miseva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju FcyRI, FcyRIIB, FcyRIN, FcyRIV iy
teSki lanac. Uzorci seruma prije izolacije 1gG-a randomizirani su kako bi se izbjegla varijacija
koju nosi ista pojedina serija analiziranih uzoraka. Prosje¢na koncentracija eluata IgG-a nakon
izolacije iznosila je 0,02 mg mL™, nakon ¢ega su uzorci ukoncentrirani i resuspendirani svaki
u 45 pL amonijeva formijata. Konaéna prosjeéna koncentracija iznosila je 0,50 mg mL™. Za
standard se koristio IgG izoliran iz mi§jeg seruma soja C57BL/6, ¢ija je mjerena koncentracija
iznosila 0,22 mg mL™. Uzorci 1gG-a razgradeni su tripsinom, nakon ¢ega slijedi pro¢iséavanje
i eluacija glikopeptida prema opisanoj metodologiji u Poglavlju 3.4. Osuseni uzorci proc¢iséenih
glikopeptida resuspendirani su u 20 pL ultra Ciste vode prije injektiranja. Usporedeni su
medijani normaliziranih udjela povrsina sedam glikoformi za podklase misjeg IgG1 (slika 5.),
IgG2 (slika 6.) i IgG3 (slika 7.), a rasprSenje mjerenih podataka prikazano je box-plot
dijagramima. Za svaku glikoformu izracunate su vrijednosti SD i CV koje su prikazane u
Tablici 5. u Prilogu 6.1. Izracunata varijacija odnosi se na biolosku i tehni¢ku varijaciju, a
njihove vrijednosti za sedam glikoformi komentirane su za svaki od uzoraka posebno. 1z
rezultata analize 5 tehni¢kih replika standarnog uzorka 1gG-a, na temelju izracunatog CV-a
(Tablica 5., Prilog 6.1.) procjenjuje se tehnicka varijacija svake glikoforme koju nosi postupak
pripreme uzoraka i samog mjerenja. Sijalinizirane glikoforme za sve podklase standardnog
uzorka pokazuju najvecu tehnicku varijaciju $to je ocekivano s obzirom da prilikom razdvajanja
na kromatografskoj koloni i ionizacije moZe do¢i do gubitka sijalinske kiseline.

Glikopeptidi 1gG-a iz miseva divljeg tipa izolirani su iz seruma 4 jedinke starih 7, 14,
151 16 tjedana. Svaki uzorak injektira se jedanput, a analizirane su po dvije tehnicke replike za
svaku jedinku, osim glikopeptida IgG-a iz seruma jedinke stare 15 tjedana za koji je analizirana
jedna tehnicka replika. Rezultati pokazuju da glikoforma H3N4F1 podklase IgG1 glikopeptida
lgG-a iz seruma miSeva divljeg tipa ima varijaciju udjela normalizirane povrsine na ukupnu
povrsinu < 5 %, §to je oCekivano buduci da se radi o najzastupljenijoj strukturi u IgG1 podklasi.
Strukture HAN4F1, H5N4F1 i HSN4F1G1 IgG1 podklase istog tipa imaju varijaciju od 5 do 15
%, a H3NSF1, H4N4F1G1 1 HSN4F1G1 vecu od > 15 %. Za podklasu 19G2 glikopeptida 1gG-
a divljeg tipa, H3N4F1 ima varijaciju > 15 %, dok ostale strukture imaju varijaciju od 5 do 15
%.
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Nadalje, glikoforme H3N4F1, HAN4F1, H5N4F1 podklase 1gG3 imaju varijaciju od 5 do 15
%, dok ostale strukture imaju varijaciju > 15 %. Analizirane su 4 tehnicke replike uzoraka 1gG-
a iz jedinke mis8a starosti 9 tjedana kojem su uklonjeni geni za receptore FcyRI. Glikoforme
H3N4F1 i H4N4F1G1 podklase IgG1 iz seruma jedinke misa kojem su uklonjeni geni za
receptore FcyRI imaju varijaciju < 5 %, H3N4F1, HAN4F1 i H5N4F1G1 od 5 do 15 %, dok
H5N4F1 i H5N4F1G2 imaju varijaciju > 15 %. Kod podklase 1gG2 iz istog uzorka struktura
H4N4F1 ima varijaciju <5 %, H5N4F1 i H5N4F1G1 od 5 do 15 %, a ostale strukture imaju
varijaciju > 15 %. Struktura HS5N4F1G1 podklase IgG3 ima varijaciju > 15 %, a sve strukture
izmedu 5 i 15 %. Analizirano je 5 tehnickih replika 19G-a izoliranog iz seruma jedinke misa
starosti 8 tjedana kojem su uklonjeni geni za receptore FcyRIIB. Glikoforma H4N4F1G1
podklase IgG1 ima varijaciju <5 %, H3N4F1, H4N4F1 i HSN4F1G1 od 5 do 15 %, a H3N5F1,
H5N4F1 i H5N4F1G1 varijaciju > 15 %. Strukture H4N4F1 i HAN4F1G1 podklase 1gG2 imaju
varijaciju <5 %, H3N4F1, H5N4F1 i HSN4F1G1 od 5 do 15 %, a HSN4F1G2 > 15 %. Nadalje,
H4N4F1 ima varijaciju > 5 %, H3N4F1, H4AN4F1G1 i H5SN4F1 od 5 do 15 %, a ostale strukture
podklase IgG3 > 15 %. Izracunati su udjeli normaliziranih povrSina glikoformi za 6 replika
misjeg IgG-a iz seruma jedinke misa starosti 10 tjedana kojem su uklonjeni geni za receptore
FcyRIII. Strukture H3N4F1, H4AN4F1 i HAN4F1G1 1gG1 podklase 1gG-a imaju varijaciju <5
%, H3N4F1 ima varijaciju > 15 %, a ostale strukture od 5 do 15 %. Nadalje, sve strukture
podklase 1gG2 imaju varijaciju <5 %, dok za podklasu 1gG3 glikoforme H3N4F1 i H4AN4F1
imaju varijaciju < 5%, a sve ostale glikoforme imaju varijaciju udjela normalizirane povrSine
od 5 do 15 %. Analizirane su po dvije tehnicke replike za 1gG izoliran iz seruma 2 jedinke misa
starosti 8 i 14 tjedana kojima su uklonjeni geni za receptore FcyRIV. Glikoforme H3N4F1,
H4N4F1 i HAN4F1G1 podklase 1gG1 imaju varijaciju od 5 do 15 %, a strukture H3N4F1,
H5N4F1, H5N4F1G1 i H5N4F1G2 > 15 %. Kod IgG2 podklase 1gG-a iz seruma miSeva kojima
su uklonjeni geni za FcyRIV, struktura HAN4F1 ima varijaciju < 5 %, a ostale strukture od 5 do
15 %. Glikoforme H3N4F1, H4N4F1 i H5N4F1 podklase 1gG3 imaju varijaciju < 5 %, dok
sijalinizirane glikoforme imaju varijaciju > 15 %. Analizirane su glikoforme iz 5 replika IgG-a
iz seruma miseva starosti 7 tjedana kojima su uklonjeni geni za y lanac prema ¢ijim rezultatima,
H3N4F1, H4N4F1 i H5N4F podklase 1gG1 imaju varijaciju <5 %, H3N5F1 i H4N4F1G1 od
5do 15 %, a H5N4F1G1 i H5N4F1G1 > 15 %. Kod podklase 19G2, HAN4F1 ima varijaciju <
5 %, a ostale strukture od 5-15 %. Rezultati zastupljenosti glikoformi po podklasama na slici
5., slici 6. i slici 7. pokazuju da pojedina glikoforma ima razli¢ite medijane udjela normalizirane

povrsine za razliCite podklase IgG-a unutar istog uzorka te za iste podklase razli¢itih uzoraka.
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Za izracunate medijane udjela normaliziranih povrSina glikoformi potrebno je ispitati postoje li
razlike N-glikozilacije izmedu miseva s uklonjenim genima koji kodiraju receptore Fcy i y lanac
u odnosu na divlji tip. Znacajnost razlika izmedu udjela povrsina glikoformi normaliziranih na
ukupnu povrsinu izmedu istih podklasa IgG-a izoliranih iz seruma divljeg tipa i svakog od
miseva kojima su uklonjeni geni koji kodiraju za FcyRI, FcyRIIB, FcyRIII, FcyRIV te y lanac
ispitana je Mann-Whitney U testom. Uzima se da je vrijednost statisti¢ki znacajna za p < 0,05,
a promatrane p vrijednosti korigirane su FDR korekcijom. Korigirane p vrijednosti prikazane u
Tablici 4. pokazuju da se udio normalizirane povrsine strukture HSN4F1G1 kod podklasa IgG1
i 19G2 iz seruma jedinke kojima su uklonjeni geni za FcyRI znacajno razlikuje od udjela
normalizirane povrSine iste glikoforme divljeg tipa. Takoder, znaajna razlika udjela
normaliziranih povrSina uocena je kod sljede¢ih glikoformi: H3N4F1 podklase I1gG2
glikopeptida jedinke misa s uklonjenim genima za FcyRIIB, H3N4F1 iz podklase 1gG1 te
strukture H3N4F1, H4AN4F1G1, H5N4F1 i H5N4F1G1 iz podklase 19G2 iz seruma jedinke
misa kojem su uklonjeni geni za FcyRII, H3N4F1 i H5N4F1 podklase 19G2 glikopeptida iz
miseva kojima su uklonjeni geni koji kodiraju za za FcyRIV te H4N4FL1 iz podklase 1gG2 iz
seruma jedinke misa kojem su uklonjeni geni za y lanac teskog fragmenta Fc.

Kao 1 u prethodnom eksperimentu, premoscuju¢i GIcNAc ne moze se identificirati na
podklasama 19G2 i IgG3 izoliranog 19gG-a iz divljeg tipa i miSeva kojima su uklonjeni geni za
receptore Fcy i y lanac pri uvjetima analize koji su navedeni u Poglavlju 3.4.3. Budu¢i da
testirani uzorci IgG-a nisu izolirani iz seruma jedinki iste starosti, iz ovoga eksperimenta ne
moze se zakljuciti radi li se o statisti¢ki znacajnoj razlici udjela povrsina glikoformi proizasloj
iz inaktivacije gena za navedene receptore ili je razliita zastupljenost struktura u odnosu na
divlji tip posljedica razlicite starosti jedinki. Takoder, testiranje bi se trebalo provesti na veCem

broju uzoraka.

33



HSNAFIGT HSN4F1

MigGl MigGl
15 60 &
. £ 55
12- A
: :
2
2
3 § i [—— .
o3
o —_—
= I
== *
b [— "
FoRl-  FORIB-  FoRil-  FoRN-  7lnac wr standm FoRI-  FoRIB-  FoRil-  FoRV-  ylanac wr sanam
HANGF 1 HANAFIGT
MigGt MigGl
303
e 14-
.
_f 28« §
3 2
§ & a2-
3 ==
26 .
Fof-  Fofue-

>3 FoyRiv-

HEN4F1G2 HINGF T

MigG!

gzo-

2

$ *- - ;

05 L 42

.
¥lanae wY standm FoRi-  FeyRiB-  FoRil-  FoRV-  ylanac wr starem

Udio povtaine /%

&

FoRl-  fefol-  FoRil-  FoRv-  ylanac wr stanam FoRi-  FoRIB-  FoRil-  FoRV- 4 lanac Wt standm

Slika 5. Usporedba medijana za udjele normaliziranih povrsina glikoformi podklase 1gG1 izolirane iz
seruma C57BL/6 miseva divljeg tipa (n = 7) i miSeva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju
FcyRI (n = 4), FcyRIIB (n = 5), FeyRIN (n = 6), FcyRIV (n = 4) te y teski lanac (n = 5) analiziranih
metodom LC-MS gdje je n broj tehnickih replika. Standardni uzorak 1gG-a izoliran je iz soja C57BL/6

(n =5). Box-plot prikazuje vrijednosti od prvog do treceg kvartila.
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Slika 6. Usporedba medijana za udjele normaliziranih povrsina glikoformi podklase IgG2 izolirane iz
seruma C57BL/6 miSeva divljeg tipa (n = 7) i miSeva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju
FcyRI (n = 4), FcyRIIB (n = 5), FeyRII (n = 6), FcyRIV (n = 4) te y teski lanac (n = 5) analiziranih
metodom LC-MS gdje je n broj tehnickih replika. Standardni uzorak IgG-a izoliran je iz soja C57BL/6
(n =5). Box-plot prikazuje podatke od prvog do treceg kvartila.
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Slika 7. Usporedba medijana za udjele normaliziranih povrsina glikoformi podklase 1gG3 izolirane iz
seruma C57BL/6 miseva divljeg tipa (n = 7) i miseva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju
FcyRI (n = 4), FcyRIIB (n = 5), FeyRIN (n = 6), FcyRIV (n = 4) te y teski lanac (n = 5) analiziranih
metodom LC-MS gdje je n broj tehnickih replika. Standardni uzorak 1gG-a izoliran je iz soja C57BL/6
(n =5). Box-plot prikazuje podatke od prvog do treceg kvartila.
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Tablica 4. Korigirane vrijednosti vjerojatnosti (p) dobivene usporedbom medijana udjela
normaliziranih povrSina Mann-Whitneyevim U testom za glikoforme IgG-a izoliranog iz
seruma miseva divljeg tipa sa svakim od uzoraka 1gG-a miseva s uklonjenim genima Koji
kodiraju FcyRI, FcyRIIB, FcyRIIl, FcyRIV te y teski lanac. p vrijednosti su korigirane FDR

korekcijom, a statisti¢ki zna¢ajnom smatra se vrijednost < 0,05.

Glikan mlgG I mlgG II mlgG IIT
FcyRI
H3N4F1 0.8325 0.1279 0,5176
H3NS5F1 0,5758 ! !
H4N4F1 0.8325 0.2906 1,0000
H4N4F1Gl1 0,9018 0.9680 0,9018
HS5N4F1 0.8325 0.7683 0.3455
H5N4F1Gl1 0.0480 0.0480 0.3455
H5N4F1G2 0,4201 03455 0,2906
FcyRIIB
H3N4F1 0.4163 0.0400 0,9353
H3NS5F1 0.4163 ! !
H4N4F1 0.4163 09018 0.6725
H4N4F1Gl1 0.,6042 0,1120 0,5298
HSN4F1 0.,9353 0.0400 0.3455
H5N4F1Gl1 0.6725 0,1120 0,9353
H5N4F1G2 0.4921 0.6725 04921
FcyRIID
H3N4F1 0,0400 0.0369 0,9018
H3NS5F1 0.5176 ! !
H4N4F1 0.2906 0,7683 0,5603
H4N4F1Gl1 0,5603 0.0369 0.5176
H5N4F1 0.4163 0.0369 0,6321
H5N4F1Gl1 0.,9760 0.0480 0.8325
H5N4F1G2 0.8325 0.6822 0.,0596
FcyRIV
H3N4F1 0.3455 0.0480 0.8325
H3NS5F1 0.4201 ! !
H4N4F1 0,1279 0.9680 1,0000
H4N4F1Gl1 0.6725 0.5758 0,9018
H5N4F1 0,7683 0.0480 0,1279
H5N4F1G1 0.5176 0,2015 1,0000
H5N4F1G2 0,8325 04201 0,9018
Y lanac
H3N4F1 0,9018 0.8325 02171
H3NS5F1 0.,5298 ! !
H4N4F1 0.,7683 0.,9353 0.0480
H4N4F1Gl1 0.5298 0.9018 0.5298
H5N4F1 0.5298 0.6042 0.3455
H5N4F1Gl1 0.1515 0.6725 0.,9018
H5N4F1G2 0,9353 0.6725 0,9353
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4.2. Analiza N-glikozilacije imunoglobulina G metodom kapilarne gel-

elektroforeze s laserom induciranom fluorescencijom

Metodom CGE-LIF analiziraju se slobodni glikani Fab i Fc dijela IgG-a §to moze dati uvid u
strukturu glikana, medutim gubi se informacija mjesno-specifi¢ne N-glikozilacije fragmenata.
Na slici 8. prikazan je reprezentativan elektroforegram N-glikozilacije ljudskog IgG-a ¢ijim su
pikovima pridruzene glikanske strukture. Kao $to je detaljno opisano u Poglavlju 3.5., priprema
uzoraka za analizu metodom CGE-LIF sastoji se od odcjepljivanja N-glikana koristenjem PNG-
aze F, obiljezavanja glikana APTS-om uz reduciraju¢i agens 2-pikolin boran te ¢iséenja
obiljezenih N-glikana metodom HILIC. U sljede¢im eksperimentima djelomi¢no su
optimizirani koraci pro¢is¢avanja N-glikana obiljezenih APTS-om na nepokretnoj fazi Biogel
P-10 te vrijeme i napon elektrokineti¢kog injektiranja uzorka za $to su se koristili standardni
uzorci 1gG-a izoliranog iz ljudske plazme. Cilj je optimizirati metodu, a potom analizirati N-
glikozilaciju 1gG-a iz seruma miseva divljeg tipa i miseva kojima su uklonjeni geni Kkoji
kodiraju FcyRI, FcyRIIB FcyRIN FcyRIV i vy teski lanac te usporediti dobivene profile N-
glikozilacije obje metode. Direktnim injektiranjem uzoraka bez prethodnog razrijedenja signali
najzastupljenijih glikanskih struktura su previsoki zbog ¢ega dolazi do cijepanja i ,,rezanja“
maksimuma pikova (slika 9.). Razrijedenjem uzorka, gubi se na osjetljivosti metode zbog ¢ega

se manje zastupljene strukture ne mogu identificirati (slika 10.)
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Slika 8. Reprezentativan elektroforegram N-glikozilacije ljudskog 1gG-a koristenjem metode CGE-LIF.*
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Slika 9. Elektroforegram obiljezenih N-glikana iz standardnog uzorka ljudskog 1gG-a. 1 uL eluata N-
glikana obiljezenih APTS-om pomijesano je s 9 uL HiDi formamida i 0,02 uL standarda Gene scan 500

Rox prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, a napon injektiranja 12 kV. 3130 Genetic Analizer je
opremljen s 4 kapilare duge 50 cm, ispunjene polimerom POP-7.
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Slika 10. Elektroforegram obiljezenih N-glikana iz standardnog uzorka ljudskog 19G-a. 1 uL eluata N-
glikana obiljeZzenih APTS-om prethodno razrijedenog u vodi 10X, pomijesan je s 9 uL HiDi formamida
i 0,02 uL standarda Gene scan 500 Rox prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, a napon

injektiranja 12 kV. 3130 Genetic Analizer je opremljen s 4 kapilare duge 50 cm, ispunjene polimerom
POP-7.
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4.2.1. Optimizacija procis¢avanja metodom HILIC

Metoda HILIC na poliakrilamidnoj nepokretnoj fazi Bio-gel P-10 omogucava prociséavanje
glikana obiljezenih APTS-om, a u ovome radu testirani su razli¢iti volumeni nepokretne i
pokretne faze kako bi se pronasli optimalni uvjeti eluiranja obiljezenih N-glikana. Uzorci su
N-glikani iz alikvota od 20 pL standardnog uzorka 1gG-a iz ljudske plazme koncentracije 0,60
mg mL™. Testirano je 8 tehnic¢kih replika eluiranih s 100 uL ultra ¢iste vode za 100 uL faze
Bio-gel P-10 te 6 tehnickih replika eluiranih s 2x po 200 uL za volumen od 200 puL nepokretne
faze Bio-gel P-10. Uzorci su prije koraka proc¢is¢avanja sakupljeni te nakon toga alikvotirani
po 100 puL u jazice kako bi se otklonila varijacija koju nose postupci odcjepljivanja i
obiljezavanja N-glikana.

Kao §to je spomenuto ranije, direktnim injektiranjem uzoraka bez prethodnog razrijedenja
signali najzastupljenijih glikanskih struktura su previsoki, $to prelazi detekcijske granice
metode, a razrijedenjem uzoraka gubi se na osjetljivosti. Kako bi se istovremeno mogli
kvantificirati pikovi manje i vi$e zastupljenih glikoformi u uzorcima, svaki uzorak je injektiran
dvaput. Kod 1. injektiranja, 1 uL eluata N-glikana obiljezenih APTS-om pomijesano je s 9 uL
HiDi formamida i 0,02 uL standarda Gene scan 500 Rox. Za 2. injektiranje 1 pL eluata
obiljezenih N-glikana (10x razjedenog u ultra ¢istoj vodi) pomijesano je s 9 uL HiDi formamida
i 0,02 uL standarda Gene scan 500 Rox. Iz elektroforegrama 1. injektiranja, odreduju se pikovi
manje zastupljenih glikoformi, a iz elektroforegrama 2. injektiranja istog uzorka, odreduju se
najzastupljenije glikoforme uzorku. Pik koji se nalazi u elektroforegramu 1. injektiranja i 2.
injektiranja koristi se kao referentni pik. Referentni pik odabire se prema omjeru povrsina istih
pikova za elektroforegrame 1. i 2. injektiranja tako da dobivena vrijednost bude priblizno 1,
takoder bitno je da je odabrani pik simetri¢an i razdvojen od ostalih pikova. Na slikama 9. i 10.,
brojevima su oznaceni kvantificirani pikovi iz elektroforegrama, a zadnji pik (broj 29) odabran
je kao referentni pik. Pikovi elektroforegrama za 1. i 2. injektiranje normaliziraju se najprije u
odnosu na referentni pik, a zatim se nove dobivene vrijednosti pikova normaliziraju u odnosu
na ukupnu povrsinu svih pikova u elektroforegramu. Integrira se povrsina pikova koriStenjem
software-a OpenChrom 1.1.0. Za pikove prisutne u oba elektroforegrama uzima se srednja
vrijednost dobivenog omjera pikova (1. i 2. injektiranje) i referentnog pika. Na slici 11,
usporedeni su udjeli normaliziranih povrsina 26 pikova za dva razlic¢ita uvjeta eluiranja. Kod
N-glikana eluiranih s 100 pL ultra ¢iste vode za volumen od 100 uL faze Biogel P-10, 11

struktura ima varijaciju <5 %, 6 strukturaima od 5 do 15 %, a ostatak preko 15 %.
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Tri strukture imaju vrijednost CV-a vecu od 30 %, no kako se radi o strukturama male
zastupljenosti (oznacenim 2 i 16), ¢iji udio u ukupnoj povrsini ne prelazi 0,1 % veliki CV je
oc¢ekivan za te strukture. Takoder, na elektroforegramu (slika 9.) vidljivo je da je pik 18 ,,rame*
pika velikog intenziteta, pa je varijacija > 30 % takoder o¢ekivana. Za N-glikane obiljezene
APTS-om eluirane u volumenu od 2 x 200 pL ultra ¢iste vode na 200 uL nepokretne faze Bio-
gel P-10, 5 struktura ima varijaciju normaliziranih udjela povrsine <5 %, 9 struktura od 5 do
15 %, a 12 struktura > 15 % od kojih tri glikanske strukture imaju varijaciju > 30 %. Radi se 0
glikanskim strukturama male zastupljenosti, za koju je oCekivana veéa varijacija u povr§inama
pikova. Opcenito, glikani vece zastupljenosti pokazuju manju varijaciju udjela normalizirane
povrsine od oko 5 %. Na slici 12. usporedeni su koeficijenti varijacije udjela normaliziranih
povrsina za oba uvjeta proc¢is¢avanja N-glikana obiljezenih APTS-om. Rezultati pokazuju da je
prosjecna varijacija udjela normalizirane povrsine pikova za volumen nepokretne faze gela P-
10 od 100 pL koja iznosi 13 %, manja u odnosu prosjeénu varijaciju udjela normalizirane

povrsine pikova za volumen nepokretne faze od 200 uL koja iznosi 17 %.
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Slika 11. Usporedba udjela normaliziranih povrsina pikova N-glikana iz 1gG-a standardnog uzorka
ljudske plazme nakon procisé¢avanja na 100 uL (n = 8) i 200 pL (n = 6) faze Bio-gel P-10, analiziranih
metodom CGE-LIF. 1 uL eluata N-glikana obiljezenih APTS-om je pomijesano s 9 uL. HiDi formamida
i 0,02 uL standarda Gene scan 500 Rox prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, a napon

injektiranja 12 kV. Broj analiziranih tehni¢kih replika oznacen je n.
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Slika 12. Usporedba varijacije udjela normaliziranih povr$ina N-glikana iz 1gG-a standardnog uzorka
ljudske plazme nakon proc¢isé¢avanja na 100 uL (n = 8) i 200 pL (n = 6) faze Bio-gel P-10, analiziranih
metodom CGE-LIF. 1 uL eluata N-glikana obiljeZzenih APTS-om pomijesano je s 9 uL HiDi formamida
i 0,02 uL standarda Gene scan 500 Rox prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, a napon

injektiranja 12 kV. Broj analiziranih tehnickih replika oznacen je n.

U sljede¢em eksperimentu analizirano je 28 tehnickih replika procis¢enih, obiljezenih N-
glikana iz lgG-a izoliranog iz standardnog uzorka ljudske plazme, koji se koristio i u
prethodnom eksperimentu. Prilikom proci$¢avanja, 14 tehnickih replika N-glikana obiljezenih
APTS-om eluirani su s 100 pL vode uz koristenje 100 pL faze Bio-gel P-10 te 14 tehnickih
replika koji su eluirani s 2x po 200 uL ultra ¢iste vode na 200 uL nepokretnoj fazi Bio-gel P-
10. Analogno prethodnom eksperimentu, izracunata je varijacija udjela normalizirane povrsine
glikana, a promijenjen je napon i vrijeme injektiranja umjesto razrijedenja uzoraka prije
injektiranja. Testirani su uvjeti injektiranja: 8 sekundi i 6 kV, 6 sekundi i 6 kV, 4 sekunde i 6
kV, 8 sekundi i 5 kV. Uzorci su prije koraka proc¢is¢avanja sakupljeni te nakon toga alikvotirani
u volumenu od 100 pL u jazice. Za analizu i relativnu kvantifikaciju manje zastupljenih glikana
koristio se napon injektiranja od 12 kV i vrijeme injektiranja od 15 sekundi (1. injektiranje). To
su isti uvjeti injektiranja koristeni u prethodnom eksperimentu. Za kvantificiranje glikoformi
jaceg intenziteta vrijeme injektiranja smanjeno je na 4 sekunde, a napon injektiranja na 6 kV

(2. injektiranje).
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Pikovi elektroforegrama iz 1. i 2. injektiranja normaliziraju se najprije u odnosu na referentni
pik, a zatim se dobivene vrijednosti povrsina pikova normaliziraju u odnosu na ukupnu povrsinu
svih pikova u elektroforegramu kao Sto je opisano u prethodnom eksperimentu. Odabrani
referentni pik je zadnji pik (broj 29).

Na slici 13. usporedeni su udjeli normaliziranih povrSina 26 pikova za dva razli¢ita
uvjeta eluiranja metodom HILIC na volumenu nepokretne faze Bio-gel P-10 od 100 i 200 uL
za spomenute uvijete injektiranja. 5 glikanskih struktura koje su ujedno i najzastupljenije
strukture kod eluiranja na 100 uL Biogel P-10 faze imaju varijaciju < 5 %, 7 glikanskih
struktura ima varijaciju udjela normalizirane povrsine glikana od 5 do 15 %, a 14 struktura >
15 % od kojih 3 strukture (na slici 9. oznacene brojevima 7, 21 i 26) imaju varijaciju > 30 %.
Budu¢i da su to pikovi slabijeg relativnog intenziteta, veca varijacija udjela normalizirane
povrsine je o¢ekivana. Za eluiranje N-glikana obiljezenih APTS-om na 200 pL faze Bio-gel P-
10, strukture oznacene brojevima 16, 22 i 23 imaju varijaciju udjela normalizirane povrSine <
5 %. To su ujedno i najzastupljenije strukture, pa kod njih ocekujemo najmanju varijaciju. 9
glikoformi ima varijaciju od 5 do 15 %, a 14 struktura preko 15 %, od ¢ega 2 strukture (18 i
26) imaju varijaciju udjela povrSine > 30 %. Kao §to je ve¢ spomenuto pik 18 je,,rame* pika
velikog intenziteta, a 26 je pik malog relativnog intenziteta. Na slici 14. usporedeni su
koeficijenti varijacije za oba uvjeta proc¢is¢avanja obiljezenih N-glikana. Rezultati pokazuju da
je prosje¢na varijacija udjela normalizirane povrSine pikova za volumen gela P-10 od 100 pL
koja iznosi 14,98 % neSto manja u odnosu na prosjecnu varijaciju udjela normalizirane povrSine
pikova za volumen nepokretne faze od 200 pL koja iznosi 15,11 %. Iako rezultati prijasnjeg
eksperimenta pokazuju da je varijacija manja za eluiranje na 100 uL Bio-gela P-10, ovim
eksperimentom pokazano je da zapravo nema velike razlike izmedu eluacije obiljeZenih N-
glikana na nepokretnoj fazi volumena 100 i 200 pL.

Takoder, kako bi se ispitao utjecaj nacina integriranja na varijaciju udjela normaliziranih
povrsina pikova, umjesto integriranja povrSine pikova, integrirana je povrsina pikova
ekstrapolirana iz maksimalne visine pika u istome software-u. Evaluirani su rezultati iz
prijasnjeg eksperimenta te su ponovno integrirani pikovi za 14 tehnickih replika N-glikana
ljudskog 1gG-a eluiranih na 100 uL Biogela P-10. Na slici 15. usporedene su vrijednosti CV
udjela normaliziranih povrSina 26 pikova za koje je integrirana povrSina te visina pika.
Integriranjem povsine preko maksimalne visine pika, 10 glikana ima varijaciju > 5 %, 12

struktura od 5 do 15 %, a 4 strukture > 15 %.
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Ukupna prosjecna varijacija udjela normalizirane povrSine pikova je 8,71 % §to je manje od
prosjecne varijacije udjela istih pikova N-glikana integriranih preko povrsine pika koja iznosi
14,98 %. Iz toga proizlazi da nacin integriranja bitno utjeCe na varijaciju mjerenih podataka.
Budu¢i da koriStenje Openchrom-a zahtijeva mjerenje svakog uzorka po 2 puta zbog
nemogucnosti mjerenja relativnog intenziteta fluorescencije vise i manje zastupljenih N-glikana
odjednom, mjerenje vecCeg broja uzoraka zahtijeva puno vremena, zbog ¢ega se ograni¢ava
visokoproto¢nost metode. Usporedbom varijacije udjela normaliziranih povrs$ina N-glikana iz
IgG-a ljudske plazme integriranjem povrSine pika i visine pika, pokazano je da nacin
integriranja uvelike mijenja varijaciju udjela normaliziranih glikanskih povrsina, zbog ¢ega se
ne moze ispitati ponovljivost metode za razliCite uvjete eluiranja te injektiranja uzoraka.
Analiza metodom CGE-LIF zahtijeva koriStenje drugacijeg pristupa u obradi podataka te
ponovnu analizu razli¢itih uvjeta pro¢is¢avanja i injektiranja N-glikana obiljezenih APTS-om
kako bi daljnja optimizacija bila mogu¢a. Budué¢i da metoda CGE-LIF nije optimizirana
analizom obiljezenih N-glikana iz standardnih uzoraka ljudskog 1gG-a, N-glikozilacija misjeg

IgG-a izoliranog iz divljeg tipa i miseva s uklonjenim genima za FcyR i y lanac nije analizirana.
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Slika 13. Usporedba udjela normaliziranih povrSina N-glikana iz 1gG-a ljudske plazme nakon
proc¢is¢avanja na 100 uL (n = 14) i 200 pL (n = 14) faze Bio-gel P-10, analiziranih metodom CGE-LIF.
1 pL eluata N-glikana obiljezenih APTS-om pomijesano je s 9 uL HiDi formamida i 0,02 uL standarda
Gene scan 500 Rox prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, napon injektiranja 12 kV (1.

injektiranje) te 4 si 6 kV (2. injektiranje). Broj analiziranih tehnickih replika oznacen je n.
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Slika 14. Usporedba varijacije udjela normaliziranih povrsina N-glikana iz 1gG-a ljudske plazme nakon
proc¢iscavanja na 100 uL (n = 14) i 200 pL (n = 14) faze Bio-gel P-10, analiziranih metodom CGE-LIF.
1 uL eluata N-glikana obiljezenih APTS-om pomijesano je s 9 uL HiDi formamida i 0,02 uL Gene
scan 500 Rox standarda prije injektiranja. Vrijeme injektiranja je 15 s, napon injektiranja 12 kV (1.
injektiranje), i 4 si6 KV za (2. injektiranje). Broj analiziranih tehnickih replika oznacen je n.
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Slika 15. Usporedba varijacije udjela normaliziranih povrsina N-glikana iz IgG-a ljudske plazme
integriranjem povrsine pika i visine pika nakon proc¢is¢avanja na 100 uL Bio-gel P-10 (n = 14). 1 uL
eluata N-glikana obiljezenih APTS-om pomijesano je s 9 uL HiDi formamida i 0,02 uL standarda Gene
scan 500 Rox prije injektiranja. VVrijeme injektiranja je 15 s, napon injektiranja 12 kV za 1. injektiranje,
a 4si6kV za 2. injektiranje. Broj analiziranih tehni¢kih replika oznac¢en je n.
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5. Zakljucak

Metoda tekucinske kromatografije spregnuta sa spektrometrijom masa ponovljiva je za
analizu glikopeptida fragmenta Fc 1gG-a izoliranog iz misjih seruma.

Znacajne razlike medu udjelima normaliziranih povrSina glikoformi za iste podklase
IgG-a izoliranih iz seruma divljeg tipa i svakog od miseva kojima su uklonjeni geni za
receptore Fcyi y lanac testirane Mann Whitneyevim U testom, pokazuju sljedece
glikoforme: H3N4F1 podklase 1gG2 iz seruma jedinke misa kojem su uklonjeni geni za
receptore FcylIB, H3N4F1 podklase IgG1 te strukture H3N4F1, HAN4F1G1, H5N4F1
I H5N4F1G1 podklase IgG2 iz seruma jedinke misa kojemu su uklonjeni geni za
receptore Fcylll, H3N4F1 i H5N4F1 podklase 1gG2 iz seruma jedinki miseva kojima su
uklonjeni geni za receptore FcylV te H4N4F1 podklase 1gG2 iz seruma jedinke misa
kojemu su uklonjeni geni za y lanac fragmenta Fc.

Metoda kapilarne gel-elektroforeze s laserom induciranom fluorescencijom zahtijeva
koriStenje drugacijeg pristupa za obradu podataka kako bi se mogli optimizirati
predanaliticki postupci te zadovoljiti uvjet visokoprotocnosti, Sto podrazumijeva analizu

velikog broja uzoraka u kratkom vremenu.
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6. Prilozi

6.1. Tablice

Tablica 5. Ponovljivost metode LC-MS testirana na bioloskim uzorcima misjeg IgG-a. Izracunate su normalizirane
povrsine sedam najzastupljenijih glikanskih struktura 19G-a izoliranog iz seruma C57BL/6 miSeva divljeg tipa i
mi$eva istog soja kojima su uklonjeni geni koji kodiraju FcyRI (n = 4), FcyRIIB (n = 5), FcyRIII (n = 6), FcyRIV
(n =4) iy teski lanac (n = 5) gdje je n broj tehni¢kih replika. Standardni uzorak 1gG-a izoliran je iz soja C57BL/6

(n=5).
_ Dili tip (WT)
fm: mlgG 1 mlgG 11 mlgG I
Udio /% SD/% CV /% Udio /% SD/% CV/% Udio/% SD/% CV/%
HIN4FL | 4617 219 475 | 1394 217 1553 | 4018 566 14,09
HINSFL | 382 171 4478 - : : ’
HANAF1 | 2588 194 750 | 3769 221 586 | 2981 206 692
HAN4FIGL | 1208 221 1831| 859 088 1019 | 776 331 4270
HSN4F1 | 481 066 1380 | 1997 139 695 | 1213 106 873
HSN4FIGL | 569 060 1061 | 1564 122  7.80 877 225 2567
HSN4FIG2 | 155 048 3123 | 416 054 1287 | 135 052 3838
FcyRI
H3N4F1 | 4511 212 470 | 1002 163 1629 | 3528 348 986
HNSFL | 200 022 1111 - ; : ;
HAN4FL | 2491 233 934 | 3525 166 470 | 2083 251 841
HANAFIGL | 1280 051 400 | 842 140 1667 | 855 098 1150
HSN4FL | 506 078 1535| 2079 201 968 | 1316 096 732
HSNAFIGL| 808 095 1170 | 1999 200 999 | 1124 204 1812
HSN4FIG2 | 204 062 3041| 553 112 2025 | 194 025 1282
FcyRIIB
H3N4F1 | 4896 312 637 | 2194 228 1040 | 4053 315 7.77
HNSFI | 199 079 3964 | - ; - ;
HANMFL | 2447 226 923 | 3690 089 240 | 2037 098 334
HANAFIGL | 1202 049 412 | 970 047 488 771 072 927
HSN4FL | 475 074 1551| 1483 088 596 | 1101 115 1041
HSNAFIGL | 645 088 1368 | 12.85 145 1130 | 925 147 1585
HSN4FIG2 | 138 020 2134| 379 071 1867 | 213 090 4212
FcyRIII
H3N4F1 | 5068 158 3.12 | 2080 093 448 | 3918 148  3.77
H3NSF1 | 202 040 1980 - ;i : -
HANGFL | 2391 111 462 | 3678 116 315 | 2002 074 255
HANAFIGL | 1162 051 440 | 987 024 243 727 107 1465
HSN4FL | 433 057 1307 1507 053 352 | 1257 110 876
HSNAFIGL | 580 049 844 | 1340 047 348 066 089 921
HSN4FIG2| 163 013 795 | 400 014 335 228 033 1436
FoRIV
H3N4F1 | 4903 324 661 | 1417 102 583 | 4022 275 683
H3NSFI | 228 082 3575 - ; - -
HANMFL | 2391 120 502 | 3680 064 211 | 2075 222 747
HANAFIGL | 1220 079 646 | 906 030 699 856 145 1695
HSN4FL | 439 067 1528 | 1907 080 856 | 1067 056 528
HSN4FIGL | 645 139 2153 | 1634 062 564 023 097 1047
HSN4FIG2 | 174 044 2522 | 456 069 1206 | 157 053 3376
7Y lanac
H3N4F1 | 4525 201 467 1417 102 7.19 | 3543 155 439
H3NSF1 | 203 015 747 - 3 i !
HAN4F1 | 2583 101 392 3680 064 173 | 325 075 231
HANSFIGL | 1102 077 699 906 030 331 816 037 457
HSN4FL | 498 023 466 1907 080 419 | 1298 051 390
HSNAFIGL | 928 414 4464 1634 062 382 959 067 702
HSN4FIG2 | 161 053 3308 456 060 1512 | 120 024 1846
standard
H3N4F1 | 5038 052 103 | 1045 044 420 | 5134 060 116
H3NSF1 | 277 014 491 2 : x -
H4N4F1 | 2636 026 100 | 4175 045 107 | 3060 117 383
HAN4FIGL| 1074 027 254 | 688 019 278 | 471 031 665
HSN4F1 | 475 011 239 | 2238 021 093 | 904 041 454
HSN4FIG1| 421 018 416 | 1507 031 207 | 368 042 11,50
HSN4F1G2| 080 015 1915 | 347 024 699 | 054 006 1112
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