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SAZETAK

ANALIZA GLIKOZILACIJE IMUNOGLOBULINA G U UPALNOJ BOLESTI CRIJEVA
TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢
Genos, d.o.o., Laboratorij za glikobiologiju, Hondlova 2/11, 10 000 Zagreb

Upalna bolest crijeva je kroni¢ni upalni poremecaj gastrointestinalnog trakta za Koji se smatra
da je rezultat medudjelovanja genskih i okoliSnih ¢imbenika. Geneti¢ka israZivanja su
pokazala da postoji povezanost gena koji sudjeluju u regulaciji glikozilacije 1gG-a i upalne
bolesti crijeva. N-glikozilacija 19G-a utjece na njegovu strukturu i imunolosku funkciju. U
ovoj disertaciji analizirana je N-glikozilacija 1gG-a kod 804 pacijenta s upalnom bolesti
crijeva i zdravih ispitanika, Sto je dosad najvece istrazivanje glikana u upalnoj bolesti crijeva.
Pokazano je da su galaktozilirane glikoforme 1gG-a statisticki znac¢ajno manje zastupljene kod
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave
ispitanike. Monosijalinizirane glikoforme su statisticki znacajno manje zastupljene kod
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti. Uocena je veca zastupljenost glikoformi s
raévaju¢im GIlcNAc-om u upalnoj bolesti crijeva u odnosu na zdrave ispitanike. 1gG ima
potencijal kao dijagnosticki i prognostic¢ki biomarker za upalnu bolest crijeva. Tijekom studije
evaluirana je metoda HILIC-UPLC, te je razvijena, optimirana i validirana nova visoko-
protocna metoda priprave N-glikana za analizu tekuéinskom kromatografijom. Poboljsanje
metodologije ¢e omoguciti to¢niju i informativniju analizu N-vezanih glikana u buduénosti.
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Inflammatory bowel disease is chronic inflammatory disorder of the gastrointestinal tract
which is considered to be the result of the interaction of genetic and environmental factors.
Genetic studies have shown pleiotropy between 1gG glycosylation and inflammatory bowel
disease. 1IgG N-glycosylation affects its structure and immune function. 1gG N-glycosylation
in 804 inflammatory bowel disease patients and healthy controls was analyzed within this
dissertation, which makes it the largest study of glycans in inflammatory bowel disease. The
results demonstrated statistically significant decrease in 1gG galactosylation in Crohn's
disease and ulcerative colitis compared to healthy controls, as well as statistically significant
decrease in IgG monosialylation in Crohn’s disease. Increase in proportion of structures with
bisecting GICNAc was observed in inflammatory bowel disease patients compared to healthy
controls. Therefore, 1gG has a potential as diagnostic and prognostic biomarker for
inflammatory bowel disease. Within this dissertation HILIC-UPLC method was validated,
and new high-throughput preparation method for N-glycan analysis by liquid chromatography
was developed, optimized, and validated. Improved methodology will enable more accurate
and informative N-glycan analysis in the future.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Upalna bolest crijeva je kroni¢ni upalni poremecaj gastrointestinalnog trakta, ¢iji uzrok
nastanka nije u potpunosti poznat, te se smatra da je rezultat interakcije genskih i okolisnih
¢imbenika. Vecéina mikroorganizama ljudskih crijeva zivi u vanjskom sloju sluznice, dok
unutarnji sloj sluznice sprje¢ava kontakt bakterija s epitelnim stanicama crijeva. Smatra se da
ostecena sluznica crijeva omogucava direktan kontakt mikroorganizama i epitelnih stanica
crijeva te na taj na¢in dovodi do upale.!

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da u brojnim upalnim bolestima vaznu ulogu imaju
glikani,? slozeni oligosaharidi vezani na velik broj membranskih i sekretornih proteina,
modulirajuéi njihovu funkciju.® Glikozilacija je kotranslacijska i posttranslacijska
modifikacija za koju, u odnosu na npr. sintezu proteina, ne postoji izravna uputa zapisana u
molekuli DNA, nego je specificna glikozilacija rezultat sloZzenog medudjelovanja vise
razli¢itih enzima i metabolita. Glikozilacija proteina je sve donedavno bila slabo proucavana,
a otezavajuca Cinjenica je sama slozenost i raznovrsnost glikana koja je predstavljala izazov
za razvoj ucinkovitih analitickih metoda. Glikozilacija proteina se odvija u endoplazmatskom
retikulumu (ER) i Golgijevom kompleksu (GK) nizom reakcija dodavanja Seéera na
novosintetizirani protein. Modificirani glikoprotein se zatim transportira u organele, na
povrsinu stanice ili se iz nje izlucuje. Jo§ uvijek nisu razjasnjeni mehanizmi djelovanja svih
enzima koji sudjeluju u sintezi glikana. Do danas je otkriveno nekoliko tipova glikozilacije,
no daleko najproucavanija je N-glikozilacija proteina, tj. vezanje glikana preko N-
acetilglukozamina (GIcNAc) na dusikov atom asparagina u evolucijski ocuvanom
aminokiselinskom slijedu asparagin-X-serin ili asparagin-X-treonin (Asn-X-Ser/Thr, gdje je
X bilo koja aminokiselina osim prolina). Razlog tome je jednostavnost uklanjanja N-vezanih
glikana od proteinskog dijela glikoproteina inkubacijom sa specifi¢nim enzimom.

Medu najzastupljenijim glikoproteinima u krvi su imunoglobulini, koji imaju ulogu obrane
organizma prepoznavajuéi strane antigene. Glikozilacija imunoglobulina G (IgG) je dosad
vrlo dobro proucena, a istrazivanja su pokazala da znacajno utjeCe na njegovu funkciju.
Poznato je na primjer da molekule 1gG-a koje sadrze glikane bez srzne fukoze imaju povecani
afinitet za receptore FCyRIIIA u odnosu na fukozilirane molekule IgG-a, te su prema tome

ucinkovitije u aktiviranju stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o antitijelima (ADCC, eng.

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity).*> Osim toga, istraZivanja su pokazala da
IgG moze djelovati proupalno i protuupalno, ovisno o tome sadrzi li njegov glikanski dio
terminalno vezanu sijalinsku kiselinu ili ne. Tako 1gG djeluje proupalno ako nije sijaliniziran,
odnosno protuupalno ako je sijaliniziran.®’

Dosadasnje geneticke studije su pokazale da postoji povezanost gena koji sudjeluju u
glikozilaciji proteina i upalne bolesti crijeva. Geni HNF4A (kodira transkripcijski faktor koji
regulira sintezu gvanozin-5'-difosfat-fukoze (GDP-fukoze) i ekspresiju nekoliko fukozil-
transferaza) i FUT2 (kodira glikozil-transferazu koja veze fukozu na proteine) su povezani s
Crohnovom bolesti® i ulceroznim kolitisom.? Isto tako, genetidke studije su pokazale i da je
pet od ukupno Sesnaest gena koji sudjeluju u regulaciji glikozilacije IgG-a povezano s
upalnom bolesti crijeva.'® Dosad je provedeno nekoliko istrazivanja &iji rezultati su uputili na

smanjenu galaktozilaciju 1gG-a pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva.*"*?

Medutim,
smanjena galaktozilacija 1gG-a je pronadena samo u 54, tj. 72 % pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti i u samo 28, tj. 33 % pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa. Osim
toga, proucavane su isklju€ivo nesijalinizirane glikoforme, a kao S$to je ranije navedeno,
sijalinska kiselina modulira upalno djelovanje 19G-a,>" te bi svakako bilo zanimljivo istraZiti
potencijalnu povezanost sijaliniziranih glikoformi 1gG-a s upalnom bolesti crijeva, sto je
ujedno i jedan od ciljeva ovog rada. Nedavno je prvi put objavljeno istrazivanje glikozilacije
ukupnih proteina u serumu pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa,*® te je potvrdena
smanjena galaktozilacija proteina seruma pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Isto tako,
prvi put je proucena glikozilacija u smislu sijalinizacije, te se pokazalo da su sijalinizirane
visestruko razgranate glikoforme ukupnih proteina seruma zastupljenije u slué¢aju ulceroznog
kolitisa, u odnosu na kontrolne uzorke. Medutim, navedena istrazivanja su provedena na
malom broju uzoraka, te kao posljedica strukturne sloZenosti glikana i ograni¢enja koristenih
analitickih metoda postoji moguénost lazno negativnih i lazno pozitivnih rezultata. I sami
autori ovih istraZzivanja navode neke proturjecne rezultate. Zbog toga je od velike vaznosti
provoditi ovakav tip istraZivanja na velikom broju uzoraka kako bi se smanjio utjecaj
eksperimentalne pogreske. Zadnjih nekoliko godina se radi intenzivno na razvoju metoda za
analizu glikana velikog broja uzoraka, takozvanim visokoproto¢nim metodama (eng. high-
throughput methods). U upotrebi su najce$c¢e tekucinska kromatografija ultra visoke
djelotvornosti (UPLC, eng. Ultra Performance Liquid Chromatography), spektrometrija masa

(MS, eng. Mass Spectrometry), te kapilarna gel-elektroforeza (CGE, eng. Capillary Gel
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Electrophoresis)."* Ove metode su omoguéile dobivanje to¢nijih i robustnijih rezultata u
kra¢em vremenu, $to je izrazito vazno u velikim populacijskim studijama, posebice u svrhu

otkrivanja uc¢inkovitih dijagnostickih 1 prognostickih markera.

1.1. Svrhaicilj rada

Glikozilacija 1gG-a u upalnoj bolesti crijeva je dosad vrlo slabo istrazena. Iako je nekoliko
istrazivanja uputilo na potencijal 1gG-a kao biomarkera za upalnu bolest crijeva, prouc¢avana
je iskljucivo njegova galaktozilacija zbog nedovoljno razvijene metodologije, i to na malom
broju uzoraka. Cilj ove doktorske disertacije je analizirati glikozilaciju 1gG-a kod pacijenata s
upalnom bolesti crijeva i zdravih ispitanika u sklopu istraZivanja na oko tisucu ljudi, $to ¢e
ujedno biti i dosad najvece istrazivanje glikana u upalnoj bolesti crijeva. U tu svrhu ¢e se
afinitetnom kromatografijom izolirati 1gG iz uzoraka seruma pacijenata s Crohnovom bolesti
ili ulceroznim kolitisom te zdravih ispitanika, analizirati fluorescentno obiljezeni glikani IgG-
a metodom tekucinske kromatografije, a dobiveni rezultati ¢e se usporediti s rezultatima
dosadas$njih istrazivanja provedenima na malom broju ljudi. Prvi put ¢e biti analizirane i
sijalinizirane glikoforme 1gG-a, te glikoforme koje sadrze srznu fukozu i ra¢vajuci GlcNAc.
Velik dio ove disertacije obuhvaca i razvoj, optimizaciju i validaciju visoko-proto¢nih
analitickih metoda koje ¢e omoguciti da se glikani 1gG-a iz velikog broja uzoraka analiziraju
u relativno kratkom vremenu, a istovremeno uz dobivanje pouzdanih rezultata. Poboljsanje
metodologije ¢e omogucditi to¢niju i informativniju analizu N-vezanih glikana, i to ne samo

IgG-a nego N-vezanih glikana opcenito.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Glikozilacija proteina

Glikozilacija proteina je kotranslacijska i posttranslacijska modifikacija za koju ne postoji
kalup za sintezu, kao §to je to npr. slucaj sa sintezom DNA ili proteina, nego je rezultat
djelovanja razli¢itih enzima i metabolita. Tako glikozilaciju proteina odreduje zastupljenost i
koli¢ina glikozil-transferaza, glikozidaza, enzima koji sudjeluju u sintezi Se¢ernih prekursora,
transportera $eéera; te samih Secernih prekursora.’ Ranije se na glikane gledalo vise kao na
,ukras® proteina, koji ili nemaju bitan utjecaj na strukturu i funkciju proteina ili je taj utjecaj
vrlo mali; dok je danas opce poznato da glikani imaju izrazito vaznu strukturnu i funkcionalnu
ulogu. Glikoproteini su zastupljeni u gotovo svim dijelovima stanice kao membranski
proteini, proteini koji se izluguju iz stanice, proteini unutar ER-a, GK, endosoma i lizosoma,™
a odnedavno se sve viSe govori i 0 postojanju citoplazmatskih glikoproteina te glikoproteina

unutar jezgre.'**®

2.1.1. Vaznost i funkcija glikozilacije proteina

Glikani utjecu prije svega na strukturu glikoproteina, njihovo pravilno smatanje, te samim

time osiguravaju i pravilnu funkciju sintetiziranog glikoproteina.’® IstraZivanja su pokazala da

glikozilacija omoguc¢ava veéu otpornost glikoproteina na razgradnju proteazama,?®??

poboljsavajuci stabilnost glikoproteina. O-vezani glikani su uzrok antigenog djelovanja u

0.23,24

krvnim grupama AB Isto tako, glikani omoguc¢avaju medusobne interakcije proteina na

povrsini stanica, sudjeluju u signalizaciji, te interakciji, prepoznavanju i usmjeravanju dvaju
stanica.**

VaZnost tocne sinteze glikoproteina se ocituje u nasljednim poremecajima glikozilacije
(CDG, eng. Congenital Disorders of Glycosylation), koji obuhvacaju Sirok spektar bolesti Ciji
uzrok su  poremecaji u sintezi N-vezanih  glikana, O-vezanih  glikana,

glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI) sidra, dolikola ili samih prekursora.>?’
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2.1.2. Vrste glikozilacije

Glikani na proteine (ili lipide) mogu biti vezani na razlicite na¢ine. Najbolje proucene su:

a) N-glikozilacija - glikan je vezan na dusikov atom asparagina u slijedu aminokiselina
Asn-X-Ser/Thr (gdje je X bilo koja aminokiselina osim Pro), te u nekim slucajevima na
asparagin u slijedu aminokiselina Asn-X-Cysey. Glikan je na protein vezan najcesce preko N-
acetilglukozamina p-glikozidnom vezom (GIcNAcfS1-Asn). Rjede je N-glikan na protein
vezan preko glukoze na Asn (glikani laminina sisavaca i arhea), N-acetilgalaktozamina
(GalNACc) na Asn (arhee), preko ramnoze na Asn (bakterije) ili preko glukoze na Arg (protein
slatkog kukuruza).

b) O-glikozilacija - glikan je vezan na kisikov atom serina ili treonina proteina i to
najcesce preko GalNAc-a a-glikozidnom vezom (mucini), a rjede preko fukoze ili manoze a-
glikozidnom vezom, preko ksiloze f-glikozidnom vezom, te preko GIcNAc-a, galaktoze ili
glukoze a- ili p-glikozidnom vezom.

Ostale vrste glikozilacije su:

c¢) C-glikozilacija - jedna manoza je vezana C-C a-,.,glikozidnom* vezom na ugljikov
atom prvog Trp u aminokiselinskom slijedu W-X-X-W (gdje je X bilo koja aminokiselina).
lako baze podataka pokazuju da oko 300-tinjak proteina u stanicama sisavaca ima ovu
modifikaciju, njezina biosinteza i funkcija do danas nisu 1razja§njeni.28

d) P-glikozilacija (fosfoglikozilacija) - glikani su vezani na kisik fosfatne skupine
fosfoserina.?

e) GPI sidra - proteini su usidreni u membranu preko glikanskog dijela koji povezuje
C-kraj proteina s lipidima iz membrane.

f) Glikozaminoglikani - linearne ponavljaju¢e disaharidne jedinice (heksozamin i

heksoza ili heksuronska kiselina) vezane na proteine, ¢ime nastaju tzv. proteoglikani.

2.2. N-glikozilacija proteina

Mnogi glikoproteini vezani za membranu, te proteini koji se izluuju iz stanice imaju N-
vezane glikane. Do prijenosa N-glikana na asparagin dolazi na lumenalnoj strani membrane
ER-a za vrijeme dok se proteinski dio jos sintetizira na ribosomima vezanima za ER i

translocira kroz membranu ER-a (Poglavlje 2.2.2.). Membranski glikoproteini ostaju usidreni
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u membranu ER-a, s N-glikanima vezanima na domene proteina koje se nalaze u lumenu ER-
a. Nasuprot tome, glikoproteini koji nemaju transmembransku domenu ¢e se nakon

kotranslacijskog vezanja N-glikana u kona¢nici cijeli transportirati u lumen ER-a.%®

2.2.1. Struktura i heterogenost N-vezanih glikana

Svi N-vezani glikani imaju jednak srzni dio strukture koji se sastoji od tri manoze (Man) i dva
GlcNAc-a: Manal-6(Manal-3)Manp1l-4GIcNAcS1-4GIcNAcS1-Asn. Ovisno o vrsti Secera
i na¢inu grananja, N-vezani glikani se dijele na tri vrste (Slika 1):%®
- Oligomanozni - na srznu strukturu su vezane samo manoze
- SloZeni - na srznu strukturu su vezane “antene” koje zapoc€inju vezanjem GICNAcC-
a na svaku od krajnjih manoza

- Hibridni - jedna ili dvije antene su vezane na Manal-3 ruku, dok su na Manal-6

ruku srzne strukture vezane samo manoze

Oligomanozni Slozeni Hibridni

Slika 1. Tri osnovna tipa N-vezanih glikana, od kojih svaki sadrzi jednaku srznu strukturu ManzGICNAC,-Asn
oznacenu crvenim pravokutnikom krajnje lijevo. Zeleni krug — manoza, plavi kvadrat — N-acetilglukozamin,
ruziasti romb — N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselina), zuti krug — galaktoza, crveni trokut —
fukoza®

U razlic¢itim dijelovima proteina mogu biti prisutni razliciti tipovi N-glikozilacije. Smatra se
da to ovisi o pristupacnosti Secera: Sto je Secer pristupacniji to je veca vjerojatnost da ¢e
enzimi odcijepiti ve¢inu manoza te ¢e na srznu strukturu biti vezani dodatni Seceri. Nasuprot
tome, ako je glikan prvobitno vezan na protein manje pristupacan, to je veca vjerojatnost da

¢e ostati u visoko-manoznom obliku.
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2.2.1.1. Ucinkovitost glikozilacije i mikroheterogenost glikana

lako je ranije navedeni slijed aminokiselina Asn-X-Ser/Thr u proteinu nuZan za vezanje N-
glikana, sama prisutnost slijeda ne znaci da ¢e se na asparagin zaista i vezati glikan. Razlog
tome je konformacija i pristupacnost navedenog asparagina za vrijeme smatanja
glikoproteina. Osim toga, uinkovitost glikozilacije ovisi 0 aminokiselini X,* te o okolnim
aminokiselinama.®* S druge strane, razli¢ite molekule istog glikoproteina Cesto na jednom
aminokiselinskom slijedu Asn-X-Ser/Thr imaju vezane razlic¢ite N-glikanske strukture. Isto
tako, ako glikoprotein ima vise od jednog gore navedenog aminokiselinskog slijeda, razlicite
molekule glikoproteina mogu imati razli¢ite N-glikane na razli¢itim potencijalnim veznim
mjestima. Ovaj fenomen je poznat pod nazivom mikroheterogenost ili heterogenost glikana.
Glikoforma je, prema tome, specifi¢ni oblik glikoproteina s obzirom na vezane Secere.
Razli¢itost N-vezanih glikana odreduje aminokiselinski slijed u proteinu,® konformacija
pl‘oteina,31 kao i metabolizam Secera vezanih na nukleotid, brzina transporta glikoproteina
kroz ER i Golgijev kompleks, smjestaj glikozil-transferaza u pododijeljcima GK.* Isto tako,
mnoge glikozil-transferaze i glikozidaze ovise o prethodnoj aktivnosti drugih, kako je ranije

navedeno, te razli¢iti enzimi medusobno kompetiraju za isti supstrat.”®
2.2.2. Biosinteza N-vezanih glikana

Biosinteza svih eukariotskih N-vezanih glikana zapo¢inje na citoplazmatskoj strani membrane
ER-a prijenosom N-acetilglukozamin fosfata (GIcNAc-P) s uridin-5'-difosfat-N-
acetilglukozamina (UDP-GIcNACc) na prekursor dolikol fosfat (Dol-P), ¢ime nastaje dolikol
pirofosfat-N-acetilglukozamin (Dol-P-P-GIcNACc). Na isti nacin se na Dol-P uzastopno veze
Cetrnaest Secera, nakon Cega se cijeli glikan prenosi na aminokiselinski slijed Asn-X-Ser/Thr
u proteinu, koji se u to vrijeme sintetizira i translocira kroz membranu ER-a. N-vezani glikan
se zatim dodatno modificira u ER-u i GK-u djelovanjem glikozidaza i glikozil-transferaza
vezanih za membranu ER-a. Budu¢i da je vec¢ina ovih enzima osjetljiva na biokemijsko i
fiziolosko stanje stanice u kojoj se glikoprotein eksprimira, sastav SeCera u glikanu zrelog
glikoproteina ¢e ovisiti o tipu i fizioloSkom stanju stanice u kojoj je taj glikoprotein
eksprimiran. Upravo zbog toga se tijekom razvoja i diferencijacije te u bolesti sastav glikana

moze promij eniti.”®
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2.2.2.1. Sinteza prekursora dolikol-P-P-glikan

Prekursor u biosintezi N-vezanih glikana je Dol-P (Slika 2). Dolikol je poliizoprenolni lipid
sastavljen od linearno povezanih izoprenskih jedinica (CsHg), ¢iji broj varira u stanici, medu

razli¢itim tipovima stanica i medu organizmima.

fHa s Ha ?
CH3-C:CH-CH2-(CHg-C=CH-CHg)n-CHQ-CH-CHg-CHg-O-ﬁ’-O-
&

Slika 2. Struktura dolikol fosfata (Dol-P)

Sinteza prekursora N-vezanih glikana zapocinje prijenosom GlcNAc-P-a s UDP-GIcNAc-a na
Dol-P koji je vezan na membranu ER-a, te time nastaje Dol-P-P-GIcNAc. Ovu reakciju
katalizira GIcCNAc-1-fosfo-transferaza. Drugi GICNAc i pet manoza se uzastopno prenose s
UDP-GIcNAc-a, odnosno s gvanozin-5'-difosfat-manoze (GDP-Man). U konac¢nici na
citoplazmatskoj strani ER-a nastaje MansGIcNAc,-P-P-Dol. Pojedine korake u sintezi ovog
prekursora kataliziraju specifi¢ne glikozil-transferaze. Sve glikozil-transferaze prenose samo
Secer, dok jedino GlcNAc-1-fosfo-transferaza prenosi Secer vezan na fosfat (GICNAC-P).
Nastali prekursor MansGIcNAC,-P-P-Dol se pomocu flipaze translocira preko membrane ER-
a, tako da je glikan izlozen lumenu ER-a. Na MansGIcNAc,-P-P-Dol se djelovanjem manozil-
transferaza dodaju jo§ Cetiri manoze prijenosom s Dol-P-Man, te djelovanjem glukozil-
transferaza tri glukoze s Dol-P-Glc. Zreli prekursor GlcsMangGIcNAc,-P-P-Dol (Slika 3) se u

sljede¢em koraku prenosi na asparagin u slijedu aminokiselina Asn-X-Ser/Thr proteina.?®

GlcsMangGIcNAC,-P-P-Dol

Q QOO
Q QOO
&P QP

P P P prijenos na
lumen PP P protein
I FLIPAZA' ER
P P P * citoplazma
—> 5 >
P P
- | dolikol @ Man|
@@g ManGIcNAc,-P-P-Dol | i GIcNAc @ Glc
Q ‘ |

Slika 3. Biosinteza prekursora dolikol-P-glikan. Man — manoza, GIcNAc — N-acetilglukozamin, Glc — glukoza®
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2.2.2.2. Prijenos prekursora na protein

Prijenos GlczMangGIcNAC, s Dol-P-P na Asn u novosintetiziranom proteinu Kkoji izlazi iz
translokona u membrani ER-a katalizira enzim oligosaharil-transferaza (OST).*> OST je
proteinski kompleks u membrani ER-a koji se sastoji od viSe podjedinica, koje su
transmembranski proteini s jednom do osam transmembranskih domena. OST kompleks se
veze na GlcgMangGIcNAC,-P-P-Dol, cijepa visokoenergetsku vezu GICNAc-P i prenosi glikan

na novosintetizirani protein, oslobadajuéi pri tome Dol-P-P (Slika 4).%%

Kod sisavaca su identificirana tri OST kompleksa (OST-I, OST-1I i OST-IIl), koji se
medusobno razlikuju po sposobnosti prenosenja Dol-P-P-glikana koji imaju manje od

Cetrnaest Secera, te po svojim kinetickim svojstvima.
2.2.2.3. Pocetni koraci obrade prekursora

Nakon prijenosa glikana GlcsMangGIcNACc; na Asn u proteinu, N-vezani glikan se obraduje u
ER-u nizom reakcija (Slika 4). Prvi koraci su evolucijski o¢uvani medu eukariotima i imaju
kljuénu ulogu u smatanju glikoproteina stvaranjem interakcija sa Saperonima ER-a
kalneksinom i kalretikulinom.*® GlcsMangGIcNAC; se postupno skracuje uklanjanjem glukoza
djelovanjem a-glukozidaze I i Il. Obje a-glukozidaze djeluju u lumenu ER-a, s tim da o-
glukozidaza I specifi¢no uklanja terminalnu al-2Glc, dok a-glukozidaza Il postupno uklanja
preostale dvije a1-3Glc.?®

Terminalnu a1-2Man sa srzne ruke MangGIcNAC, u lumenu ER-a uklanja a-manozidaza
I, te time nastaje MangGIcNAC;. Protein sli¢an a-manozidazi |, ali koji nema enzimsku
aktivnost nego prepoznaje krivo smotane glikoproteine je protein EDEM (eng. ER
Degradation-Enhancing a-Mannosidase I-like protein). Ova;j lektin se veze na manoze krivo
smotanih glikoproteina te ih usmjerava retrotranslokacijom u citoplazmu radi razgradnje.*
Ovisno o tome je li a-manozidaza | uklonila ili nije uklonila terminalnu manozu, N-glikani
veéine glikoproteina koji izlaze iz ER-a imaju vezano osam ili devet manoza. Medutim, neki
glikoproteini nakon izlaska iz ER-a i dalje imaju vezanu glukozu zbog nepotpunog uklanjanja
u ER-u. Takve N-vezane glikane prepoznaje endo-a-manozidaza u GK-u te uklanja
terminalnu glukozu zajedno s manozom na koju je vezana. Na taj nacin nastaje drugaciji

izomer MangGIcNAc;, od onog koji nastaje djelovanjem a-manozidaze I u lumenu ER-a.®
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Uklanjanje a1-2Man se kod viSestani¢nih organizama nastavlja u cis-GK-u djelovanjem
a1-2 manozidaza IA, IB i 1C. Time nastaje meduprodukt u biosintezi sloZenih 1 hibridnih N-
vezanih glikana, MansGIcNAc,. Neki glikani MansGIcNAc; se dalje ne modificiraju, a dio N-
vezanih glikana ne dode niti do ovog stupnja, nego ostane u oligomanoznom obliku Mans_

oGIcNAGC;, §to je Cest slucaj kod veéine zrelih glikoproteina.”®

°
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Slika 4. Biosinteza N-vezanih glikana u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom kompleksu®
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2.2.2.4. Obrada MansGIcNAC; u slozene i hibridne N-glikane

Daljnja biosinteza sloZenih i hibridnih N-vezanih glikana se zbiva u srednjem dijelu GK-a
(medial-Golgi) (Slika 4). N-acetilglukozaminil-transferaza GICNACT-I veze GIcNAc na
ugljikov atom C2 al-3-vezane manoze srznog dijela MansGICNACc, (Slika 4). Sa vecine N-
vezanih glikana se aktivno$¢u a-manozidaze Il u srednjem dijelu GK-a uklanjaju terminalne
al-3- i al-6-vezane manoze s GIcNAcMansGIcNAc,. Time nastaje GICNAcManzGIcNAC; i
to samo ako je prethodno djelovanjem GIcNACT-I vezan GIcNAc.?

U sljedec¢em koraku se aktivnoséu GIcNAcT-1I na ugljikov atom C2 a1-6-vezane manoze
takoder veze GIcNAc. Ovom reakcijom nastaje prekursor za sve slozene biantenarne N-
vezane glikane. Nasuprote tome, hibridni N-vezani glikani se sintetiziraju ako a-manozidaza
Il ne ukloni al1-3- i al-6-vezane manoze s GIcNAcMansGIcNAC;. Isto tako, djelomi¢nom
aktivno$éu a-manozidaze I moZe nastati GleNAcMan,GIcNAC,. 2

Dodatne antene (grane) u slozenim N-vezanim glikanima mogu nastati vezanjem GIcNAc-
a na al-3-vezanu srznu manozu aktivno$¢u GIcNAcT-1V, te vezanjem na al-6-vezanu srznu
manozu aktivno§éu GIcNACT-V. Na ovaj nacin nastaju triantenarni i tetraantenarni N-vezani
glikani (Slika 4).

SloZeni razgranati N-vezani glikani s ra¢vaju¢im (eng. bisecting) GIcNAc-om vezanim na
pl-4-vezanu srznu manozu nastaju aktivno$¢u GIcNAcT-IIl, i to nakon uklanjanja
terminalnin  manoza a-manozidazom II i inicijacijom antena aktivnos¢u GICNACT-II,
GIcNACT-1V i/ili GIcNACT-V. Razlog tome je §to aktivnost GIcNAcT-111 inhibira aktivnost
a-manozidaze II. Osim toga, istrazivanja in vitro su pokazala da ra¢vaju¢i GIcNAc inhibira i
aktivnost GICNACT-11, GICNACT-IV i GIcNACT-V.

2.2.2.5. Zavrsna obrada N-vezanih glikana u trans-Golgiju

SloZeni N-vezani glikani nastaju zavr$nim vezanjem Secera u trans-GK-u, te se ove reakcije
mogu podijeliti u tri vrste:?

a) Vezanje Secera na srzni dio strukture - Osnovna modifikacija N-vezanih glikana kod
kraljesnjaka je vezanje fukoze al-6-glikozidnom vezom na GIcNAc kojim je glikan vezan na
asparagin proteina. Beskraljesnjaci takoder imaju vezanu fukozu u ovom polozaju, ali se ona

osim al-6- moze vezati i al-3-glikozidnom vezom i to na oba GICNAc-a srzne strukture
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(ukupno cetiri vezane fukoze). Nasuprot tome, biljke imaju a1-3-vezanu fukozu na GIcNAc-u
kojim je glikan vezan na protein. Da bi se fukoza vezala na srzni GlcNAc potrebna je
prethodna aktivnost GICNACT-I.

b) Vezanje SeCera na terminalne GlcNAc-e, tj. produzenje antena - Vecina sloZenih 1
hibridnih N-vezanih glikana na GIcNAc-u u antenama ima vezanu galaktozu, te time nastaje
slijed Galp1-4GIcNAc. Antene se dalje produzuju uzastopnim vezanjem GIcNAc-a |
galaktoze, ¢ime nastaje slijed (-3Galg1-4GIcNAcpS1-),. Osim toga, vezanjem galaktoze na
ugljikov atom C3 nastaje Galp1l-3GIcNAc. Neki N-vezani glikani umjesto galaktoze na
GIcNAc-u imaju vezan GalNAc, te nastaje slijed GaINAcS1-4GIcNAc. Medutim za ovaj
slijed nisu karakteristicna uzastopna ponavljanja.

¢) Zavr$no vezanje Secera (eng. capping) na produzene antene - Ukljucuje vezanje
sijalinske kiseline, fukoze, galaktoze, GalNAc-a i sulfata. Ovi krajnji Seceri su uglavnom
vezani a-glikozidnom vezom, te su na taj nacin izloZeni za stvaranje interakcija s antitijelima i
lektinima. Mnogi od ovih krajnjih Secera su zajednicki N-vezanim i O-vezanim glikanima, te

glikolipidima.

2.2.3. Glikani kao biomarkeri

Glikozilacija proteina je jedna od najc¢esc¢ih posttranslacijskih modifikacija te se smatra da je
oko 50 % eukariotskih proteina glikozilirano,*” §to se posebice odnosi na membranske
proteine te proteine koji se izluCuju iz stanice. Kao §to je ranije spomenuto, specifi¢na
glikozilacija nije rezultat postojanja izravne upute u DNA prema kojem bi se glikani jednako
sintetizirali u cijelom organizmu, nego je rezultat odredene koli¢ine Secernih prekursora,
Koli¢ine proteina transportera, glikozil-transferaza i glikozidaza, te medusobne kompeticije
enzima koji direktno sudjeluju u sintezi glikana. Prema tome, glikozilacija je specificna za
pojedini protein, tip i stupanj razvoja stanice, te u krajnjoj liniji za pojedini organizam. S
obzirom na navedeno, veca je vjerojatnost da ¢e u bolesti biti izrazenije promjene U
glikozilaciji nego promjene u samoj ekspresiji nekog proteina. S obzirom da razlicite glikozil-
transferaze i glikozidaze medusobno kompetiraju za isti supstrat u putu biosinteze glikana,
promjena u ekspresiji nekog od enzima ¢e dovesti do znacajne promjene u glikozilaciji. Isto

tako, u slucaju da se narusi ravnoteza u smislu koli¢ine Secernih prekursora, te kolicine i

aktivnosti enzima koji sudjeluju u glikozilaciji, postoji vjerojatnost da ¢e svi ili vecina
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glikoproteina biti pogresno glikozilirana, budu¢i da se glikozilacija svih glikoproteina odvija
u istim stani¢nim odjeljcima (ER-u i GK-u). Promijenjena glikozilacija ne samo da moze biti
uzrok narusavanja ravnoteze u organizmu i nastanka bolesti, nego isto tako i sama bolest
moze uzrokovati promjene u glikozilaciji pojedinih proteina.

Osim CDG, koje same obuhvacaju Sirok spektar poremecaja, sve veci broj istrazivanja
povezuje promjene u glikozilaciji s autoimunim bolestima, infektivnim bolestima te razli¢itim
oblicima raka.**®

Analiza glikozilacije ukljucuje nekoliko razina sloZenosti: od analize sastava glikana
(broja pojedinih Secera) i strukture glikana, sve do analize glikozilacije odredenog proteina i
analize glikozilacije na specifi¢nom mjestu odredenog proteina.® lako i sama analiza sastava
glikana svih proteina plazme ili nekog tipa stanice moze dati informacije o potencijalnom
nastanku bolesti, analiza glikozilacije odredenog proteina ima prednost u tome §to se
istovremeno identificira i karakterizira ciljni protein za razvoj novih lijekova, u slucaju da je
njegova glikozilacija promijenjena u bolesti.

Razvoj novih tehnologija (Poglavlje 2.3.) u podru¢ju glikobiologije omogucio je
jednostavnije i brze rasvjetljavanje mehanizma nastanka razli¢itih bolesti, pronalazak
potencijalnih biomarkera za dijagnostiku i prognozu razvoja bolesti, te pronalazak ciljnih

molekula za razvoj novih 1 u¢inkovitijih lijekova.

2.3. Analiza glikozilacije proteina

Glikozilacija proteina je sve donedavno bila slabo proucavana. Razlog tome je prije svega
sama sloZenost 1 raznovrsnost glikana koja je predstavljala izazov za pronalazak uc¢inkovitih
analiti¢kih metoda, koje bi s podjednakom ucinkovito§¢u omogucile istovremenu analizu
nenabijenih i nabijenih glikana (manje hidrofilnih i izrazito hidrofilnih), a bez razgradnje

slozenih glikana na pojedinacne Secere.

2.3.1. Analiza N- i O-glikozilacije proteina

Pojedine vrste glikana (Poglavlje 2.1.2.) se medusobno znatno razlikuju po svojim kemijskim

svojstvima i stabilnosti, te unato¢ velikom napretku u razvoju metodologije paralelna analiza
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razli¢itih tipova glikozilacije (uglavnom N- i O-vezanih glikana) i dalje predstavlja veliki
izazov.

Iako je moguce istovremeno analizirati i O- i N-vezane glikane u nekom uzorku, ta analiza
naj¢e$¢e nije potpuna, Cesto je nereproducibilna, te zahtijeva mnogo koraka priprave i
proc¢is¢avanja obje skupine glikana prije njihove same analize. Analiza O-glikana se oslanja
na kemijske postupke oslobadanja s proteina, pri cemu su moguce sporedne reakcije, Sto
dovodi do problema slabije ucinkovitosti oslobadanja O-glikana te losije reproducibilnosti.
Osim toga, O-vezani glikani su kemijski manje stabilni od N-glikana, te se postupno
razgraduju u procesu koji se naziva ,,ljustenje (eng. peeling), te tako dodatno otezavaju to¢nu
i reproducibilnu analizu.®**

Nasuprot tome, N-glikane je moguce osloboditi s proteina enzimskim putem, inkubacijom
s enzimom peptid-N-glikozidazom F (PNGazom F). PNGaza F specifi¢no cijepa vezu izmedu
N-vezanog srznog GIcNAc-a i Asn u glikoproteinu, pri ¢emu se Asn prevodi u Asp i nastaje
1-aminooligosaharid, koji se u sljede¢em koraku neenzimatski hidrolizira u amonijak i
oligosaharid sa slobodnim reduciraju¢im krajem (Slika 5). S obzirom na vecu zastupljenost N-
glikozilacije u odnosu na druge tipove glikozilacije te jednostavniju analizu, vecina

istrazivanja je fokusirana upravo na analizu N-glikozilacije proteina.

r Proteinili peptid

A T
- sn RH Deglllfoznlrar.u
(] protein/peptid

R e
¥ i '—HNX_NH Asp R 0
OH o P o o
Al peaar 7 3L LR
R” HO HO- —_— = ,N
NHAc +H,0 H o 0
N-glikan vezan na o
asparagin proteina +
. OH OH
OH OH o)
) 0 O/m/ m
o)
Rfoumimon -~ R HO Ho NH,
NHAc NHAC +H20 NHAc NHAc
N-glikan sa slobodnim Oslobodeni amino-oblik
reducirajucim krajem (stabilan) N-glikana (nestabilan)

Slika 5. Reakcija oslobadanja N-vezanih glikana s glikoproteina upotrebom PNGaze F*
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2.3.2. Visokoproto¢na analiza N-vezanih glikana

S obzirom na ranije spomenuti potencijal glikana u otkri¢u biomarkera za razlicite bolesti,
nametnula se potreba za razvojem metoda za analizu glikana velikog broja uzoraka,
takozvanim visokoproto¢nim metodama. Ove metode omogucéavaju dobivanje to¢nijih i
robustnijih rezultata u kraCem vremenu, $to je izrazito vazno u velikim populacijskim
studijama u svrhu analize ,,normalnih* varijacija u glikozilaciji pojedinih proteina, te u svrhu
otkrivanja ucinkovitih dijagnostickih i1 prognostickih markera analizom glikozilacije
pacijenata te kontrolnih zdravih ispitanika.

Trenutno je u upotrebi nekoliko pristupa visokoprotocnoj analizi N-glikana: tekuéinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti, tekucinska kromatografija spregnuta sa
spektrometrijom masa (LC-MS, eng. Liquid Chromatography Mass Spectrometry),
spektrometrija masa s matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom
(MALDI-MS, eng. MAtrix-assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry), te
kapilarna gel-elektroforeza. Navedene metodologije su nedavno medusobno usporedene za

analizu glikozilacije 19G-a, s obzirom na njihove prednosti i nedostatke (Tablica 1).**

Tablica 1. Pregled metoda za visokoproto¢nu analizu N-glikana®*

UPLC MALDI-MS LC-MS CGE
Umijerena, Visoka, koristenje
priblizno 50 Visoka, mjerenje Umjerena, priblizno do 96 kapilara
Proto¢nost uzoraka po uzorka u manje od 100 uzoraka po omogucéava
instrumentu u minute instrumentu u danu mjerenje tisuca
danu uzoraka
Razludivost Visoka Vrlo visoka Vrlo visoka Visoka
Ra_zdvajanje Dobro - Djelomicno Vrlo dobro
izomera
Kvantifikacija Vro dobra Umjerena Dobra Dobra
Potrebrla raz.lna Umjerena Visoka Vrlo visoka Umjerena
struc¢nosti
Ulestalost U sirokoj upotrebi U sirokoj upotrebi Umjereno koristena Rijetko koristena
upotrebe
Ciionaonreme | 40000 -70000 | 100000500000 | 200000 500 000 (%r?gr%?r?eﬁ#ﬁ
Jena op EUR EUR EUR .
kapilare)

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled

16

UPLC

MALDI-MS

LC-MS

CGE

Cijena po uzorku

Prili¢no visoka
cijena, uglavnom

Niska cijena,

Vrlo visoka cijena,
uglavnom zbog skupe

Niska cijena,
uglavnom zbog

u . ulavnom zbog visoke A ! . " ’
visokonrotoénom zbog manje Fotofnosti po opreme i nize manje | niske cijene analize
naéi[; u rada protocnosti i cijene pinstrumentﬁ protocnosti po i moguénosti

kemikalija instrumentu paralelne analize
Niska cijena i visoka Pouzdana Manje zahtjevna
protocnost, analiza kvantifikacija, priprava uzoraka,
Glavne prednosti Pouzdana mjesno specifi¢ne osjetljivost, analiza | niska cijena, velika
u genetickim i kvantifikaciia glikozilacije, mjesno specifi¢ne robusnost i visoka
epidemioloskim robusnostj ' osjetljivost, glikozilacije, protoénost, vrlo
istraZzivanjima omogucava omogucava osjetljiva,
odredivanje strukture | odredivanje strukture | pouzdana relativna
fragmentacijom fragmentacijom kvantifikacija
Nemoguénost
. . analize mjesno . Nemogucnost
Glavni nedostatci i Manje pouzdana noguc
U specificne - : : analize mjesno
u genetickim i S kvantifikacija, Relativno visoka iy
epidemioloSkim glikozilacije, gubitak sijalinskih cijena . specifitne
ils’traiivan'ima relativno niska Kiselina glikozilacije, mala
J proto¢nost i veca baza podataka
cijena
Moguénost
Moguénost Moguénost razlikovanja glikana Moguénost
Prednosti u razlikovanja razlikovanja glikana na pojedinim razlikovanja
analizi glikozilacije na na pojedinim podklasama IgG-a, glikozilacije na

glikozilacije 1gG-a

ruci 3 1 6, to¢na
kvantifikacija
sijalinizacije 1gG-a

podklasama 1gG-a,
analiza jedino
glikana s Fc* dijela

analiza jedino glikana
s Fc* dijela, to¢na
kvantifikacija
sijalinizacije 1gG-a

ruci 3 1 6, to¢na
kvantifikacija
sijalinizacije 1gG-a

* Fc — fragment 1gG-a koji kristalizira, vidi Poglavlje 2.4.1.

2.3.3. Analiza N-vezanih glikana metodom UPLC

Za analizu glikana se vrlo Cesto koristi UPLC uz fluorescencijski detektor, budué¢i da

omogucava pouzdanu i robusnu kvantifikaciju, razdvajanje glikanskih izomera, te uz relativno

nisku cijenu opreme. Standardni postupak analize glikana UPLC-om se sastoji od:

1) deglikozilacije proteina — u poliakrilamidnom gelu,”* na membrani

otopini,*®

43-45 ||| u

2) obiljezavanja oslobodenih glikana fluorescentnom bojom (2-aminobenzojevom

kiselinom:*’

2-aminopiridinom;*

aminobenzamidom, 2-AB),*’

prokainamidom:*® a

najcesce  2-

3) prociscavanja obiljezenih glikana radi uklanjanja suviska reagensa — najcesce

ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPE, eng. Solid Phase Extraction) za §to se koriste

razli¢ite ¢vrste faze,

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢

Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 17

4) fluorescencijske detekcije obiljezenih i prociscenih glikana razdvojenih na temelju
njihove hidrofilnosti teku¢inskom kromatografijom.

Za svaku od gore navedenih faza u analizi N-glikana teku¢inskom kromatografijom do
danas je objavljeno mnogo razli¢itih analitickih postupaka, od kojih svaki ima svoje prednosti
I nedostatke. Donedavno najvise koriStena metoda deglikozilacije proteina prethodno
imobiliziranih u poliakrilamidnom gelu® (eng. in-gel block method) je zahtijevala intenzivan
rad u periodu od tri dana uz veliki utroSak organskog otapala, za obiljezavanje glikana se
koristio toksi¢an natrijev cijanoborhidrid, a sama reproducibilnost metode je znatno ovisila o
ucinkovitosti izolacije oslobodenih glikana iz gela. Zbog zahtjeva za visokoproto¢nom
analizom glikana §to veceg broja uzoraka u Sto kraCem vremenu razvijeni su alternativni
pristupi koji su znatno skratili vrijeme priprave uzoraka i smanjili utro$ak otapala, a danas se

umijesto natrijevog cijanoborhidrida za redukciju koristi 2-pikolin boran (2-PB).*°

2.4. Imunoglobulin G

Imunoglobulini su medu najzastupljenijim glikoproteinima u krvi, a uloga im je da kao
antitijela brane organizam prepoznavajuéi strane antigene. Antitijela tako promoviraju
opsonizaciju antigena (oznacavanje patogena za unos 1 eliminaciju fagocitima), inicijaciju
fagocitoze te vezu i neutraliziraju antigene aktiviraju¢i ADCC. Od pet klasa imunoglobulina
(A, D, E, G i M), imunoglobulin G je najzastupljeniji u krvi, a ljudski IgG se dijeli na Getiri
podklase — 1gG1, 1gG2, 1gG3 i IgGA4.

2.4.1. Struktura i glikozilacija imunoglobulina G

Imunoglobulin G je graden od dva teska lanca (50 do 70 kDa) i dva laka lanca (oko 25 kDa)
medusobno povezana disulfidnim vezama u strukturu u obliku slova Y (Slika 6). IgG ima
dvije domene medusobno odvojene fleksibilnom regijom: fragment koji veze antigen, Fab
(eng. Fragment, antigen binding), te fragment koji kristalizira, Fc (eng. Fragment,
crystallizable). Fab regija odreduje specificnost molekule 1gG-a prema antigenu, dok se preko
Fc domene veZe za receptore FcR na povrsini stanica imunoloskog sustava.” Od tri skupine
receptora u ljudskom organizmu, jedino FcyRI veze monomerni IgG, dok FcyRII i FeyRIII
receptori vezu kompleks antitijela i antigena, pri ¢emu afinitet vezanja ovisi o podklasi

vezanog lgG-a.>*
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Slika 6. Struktura imunoglobulina G. Fab - fragment koji veze antigen, Fc — fragment koji kristalizira, Asn®" —

asparagin 297 na koji je vezan N-glikan’

Svaki teski lanac u Fc domeni IgG-a ima vezan po jedan glikan na duSikovom atomu
Asn297. Fc N-glikani su smjeSteni u Supljini izmedu dva teska lanca, te se smatra da glikani
odrZavaju otvorenu konformaciju domene Fc kako bi se omoguéilo vezanje IgG-a na
receptore FcyR, buduéi da deglikozilirani IgG nema moguénost vezanja na receptore.>> Osim
glikana u Fc domeni 15-20 % molekula 1gG-a ima glikane vezane i u Fab domeni, $to je
posljedica nastanka glikozilacijskih mjesta uslijed somatske hipermutacije (procesa kojim
uvodenjem tocCkastih mutacija nastaju varijante imunoglobulina s pove¢anim afinitetom za
odredeni antigen).”® Fab glikani se po svojem sastavu razlikuju od Fc glikana, te primjerice
oko 45 % glikana vezanih u Fab domeni moze biti sijalinizirano, a ve¢i je i udio glikoformi s
ra¢vaju¢im GIcNAc-om u odnosu na glikane Fc fragmenta. Dok su glikani vezani na Fc
fragment smjeSteni u hidrofobnom dZepu poprili¢no rigidni, glikani vezani na Fab fragment

su vrlo fleksibilni.>*>®

Glikozilacija 1gG-a je dosad vrlo dobro proudena,®® ™

a istrazivanja su pokazala da
znacajno utjeCe ne samo na njegovu strukturu, nego i na njegovu funkciju. Poznato je na
primjer da molekule 1gG-a koje sadrze glikane bez srzne fukoze imaju povecani afinitet za
receptore FcyRIIIA u odnosu na fukozilirane molekule lgG-a,” te su prema tome ucinkovitije
u aktiviranju ADCC-a.* Osim toga, istraZivanja su pokazala da IgG moze djelovati
protuupalno ili proupalno, ovisno o tome sadrzi li njegov glikanski dio terminalno vezanu
sijalinsku kiselinu. Tako 1gG djeluje proupalno ako nije sijaliziran, odnosno protuupalno ako

je sijaliziran.®>>64
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2.5. Upalna bolest crijeva

Upalnu bolest crijeva karakterizira kroni¢na upala crijeva za sad nepoznate patogeneze, a
poznata su dva oblika ove bolesti — Crohnova bolest i ulcerozni kolitis. Ova dva oblika bolesti
se opcenito razlikuju po tome S$to Crohnova bolest moze zahvatiti bilo koji dio
gastrointestinalnog trakta, te moze prodrijeti kroz stijenku organa, dok je ulcerozni Kolitis
ograniCen na sluznicu debelog crijeva. lako se Crohnova bolest i ulcerozni kolitis definiraju
empirijski prema tipicnim laboratorijskim, klinickim, patoloSkim, radioloskim i
endoskopskim karakteristikama, kod nekih pacijenata je nemoguce odrediti radi li se o
Crohnovoj bolesti ili ulceroznom kolitisu na temelju ovih navedenih kriterija.”® Osnovna
prepreka sigurnoj dijagnozi je nepoznavanje uzroka i patogeneze upalne bolesti crijeva, a
prema sada$njim saznanjima Se pretpostavlja da je upalna bolest crijeva rezultat i genske
predispozicije i okolisnih ¢imbenika. Cijelogenomske asocijacijske studije (GWAS, eng.
Genome-Wide Association Studies) su identificirale ukupno 163 mjesta u genomu povezana s
upalnom bolesti crijeva, od ¢ega ih je 110 povezano i s Crohnovom boles¢u i s ulceroznim
kolitisom, sugeriraju¢i zajednicke biokemijske putove nastanka bolesti, dok je njih 30

66-68 Unatoc

povezano specifiéno s Crohnovom boles¢u i 23 specifiéno s ulceroznim kolitisom.
genskoj predispoziciji mnogi pacijenti nikada ne razviju upalnu bolest crijeva, $to govori u
prilog tome da osim genskih ¢imbenika veliku ulogu imaju i okoli$ni ¢imbenici kao $to su
nacin prehrane, infekcije, stres, puSenje; a smatra se da je najvazniji okoli$ni ¢imbenik sastav
crijevne mikroflore. lako se za neke specificne patogene smatralo da uzrokuju razvoj upalne
bolesti crijeva, niti jedan nije potvrden kao uzrocnik, te se smatra da su antigeni
mikroorganizama koji su inade prisutni u lumenu crijeva ti koji uzrokuju upalu.®® Prema tome,
upalna bolest crijeva je najvjerojatnije rezultat pretjeranog imunoloskog odgovora organizma

s genskom predispozicijom na crijevnu mikrofloru, ¢ime se naruSava funkcija epitelne

barijere te odgovor na patogene organizme (Slika 7).%
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Slika 7. Mehanizam nastanka upalne bolesti crijeva kombinacijom genske predispozicije, sastava crijevne
mikroflore te nekontroliranog imunoloskog odgovora organizma, ¢ime se oStecuje epitelna barijera i narusava
njezina funkcija. TNF — faktor tumorske nekroze (eng. Tumor Necrosis Factor), IL - interleukin®

Unutra$njost crijeva je sloZen ekosustav mikroorganizama (10*2 po mililitru sadrzaja
crijeva) koji je vrlo dobro reguliran kako bi se odrzala ravnoteza u organizmu domac¢ina.>"
lako postoji velika varijabilnost u sastavu crijevne mikroflore medu ljudima, tijekom Zivota
ona je vise-manje stabilna.” Epitel crijeva sadrzi sloj stanica razli¢itog tipa koje predstavljaju
s jedne strane zastitnu barijeru od Stetnih tvari i patogenih organizama te njihova ulaska u
krvotok, a s druge strane sprjeavaju pretjerani imunoloSki odgovor na antigene prisutne u
crijevu; zadrzavajuéi pri tome selektivnu permeabilnost prema mikronutrijentima. Ova
barijera ovisi 0 medustani¢nim spojevima (eng. intercellular junctions) koji zatvaraju prostor
izmedu susjednih epitelnih stanica, te ¢vrstih spojeva (eng. tight junctions). Upalnu bolest
crijeva karakterizira povec¢ana permeabilnost izmedu susjednih stanica epitela te naruSena
regulacija ¢vrstih spojeva, sto dovodi do povecane izloZenosti bakterijama iz lumena te do
upale sluznice. U prilog tome govori €injenica da je pacijentima na anti-TNF terapiji ta
permeabilnost ponovno smanjena.’*"

Vaznu ulogu ima i sama sluznica koja sprjeCava kontakt bakterija s epitelnim slojem

crijeva 1 interakciju s imunoloSkim sustavom. Za stvaranje sluznice, kao i faktore koji
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reguliraju upalu i potpomazu popravak epitela odgovorne su specijalizirane epitelne stanice -
goblet stanice. Dodatno, Panethove stanice luce proteine defenzine te druge molekule koji
djeluju baktericidno, te na taj nacin sudjeluju u obrani organizma domacina od neZeljenih
mikroorganizama iz lumena crijeva.®

S obzirom na konstantno stanje ,,imunoloske spremnosti® prisutno u gastrointestinalnom
traktu, smatra se da je upalna bolest crijeva zapravo preuveli¢ani upalni odgovor koji je inace
prisutan u rahlom vezivnom tkivu (lat. lamina propria), a koji je posljedica narusavanja
jednog ili vise faktora koji sudjeluju u odrzavanju ravnoteze i obrambenih mehanizama u
crijevu. Tako primjerice stalna prisutnost infektivnog agensa ili unutarnje ostecenje sluznice
moze dovesti do stimulacije imunoloskog odgovora. S druge strane, sama regulacija
imunoloskog odgovora moze biti naruSena te time dolazi do njegove pretjerane aktivacije na
normalne podrazaje, ili ne postoji moguénost ucinkovitog smanjenja aktivacije povratnom

spregom (eng. feedback down-regulation).®®

2.5.1. Karakteristike Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa

Crohnova bolest je naizgled sloZeniji upalni proces od ulceroznog kolitisa buduci da ga
karakteriziraju raznovrsnije klinicke manifestacije. Karakteristika Crohnove bolesti je
nakupljanje makrofaga i limfocita, ne samo u sluznici gastrointestinalnog trakta, nego i (za
razliku od ulceroznog kolitisa) prodiranje u dublje slojeve stijenke crijeva uz Sirenje upalnog
procesa. Cesta je pojava &ireva koji u pocetku li¢e aftama dok se napredovanjem bolesti
pojavljuju i duboki ¢irevi nalik pukotinama. Agregacija/talozenje makrofaga u oko 50 %
pacijenata dovodi do razvoja nekazeoznog granuloma. Isto tako, Cesta pojava je i uklanjanje
(eng. deposition) kolagena §to moze doprinijeti formiranju striktura (suZenja).®®

Crohnova bolest najces¢e zahvaca zavr$ni dio ileuma i/ili debelo crijevo, ali moze
zahvatiti bilo koji dio gastrointestinalnog trakta te se prosiriti i na okolna tkiva formirajuci
fistule (kanale izmedu dvaju epitelnih povrsina). Za razliku od ulceroznog kolitisa Koji
karakterizira kontinuirana upala koja ¢esto obuhvaca i rektum, Crohnovu bolest karakterizira
upala lokalizirana na pojedine dijelove gastrointestinalnog trakta. Upalni proces u slucaju
ulceroznog kolitisa je ogranicen na sluznicu i povrsinske dijelove stanica ispod sluznice (eng.
submucosa) debelog crijeva. Unutar udubljenja dolazi do formiranja mikro ¢ireva, uklanjanja
sluznice s goblet stanica te prodiranja limfocita, neutrofila i ostalih ¢imbenika upale u laminu

propriu. Formiranje pseudopolipa i Siroka podrucja zahvacena povrSinskim ¢irevima su
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karakteristiéna za ulcerozni kolitis, a stadij bolesti ovisi o koli¢ini zahvaéenog tkiva te
intenzitetu upale.®>"

Pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa imaju naru$enu ravnotezu
crijevne flore, u smislu smanjenja raznovrsnosti, povecane zastupljenosti bakterija koje
prodiru kroz sluznicu crijeva, te smanjenja zastupljenosti mikroorganizama koji imaju
pozitivan utjecaj na organizam. Istrazivanja su pokazala da pacijenti koji boluju od upalne

bolesti crijeva imaju i pet puta vecu vjerojatnost obolijevanja od raka debelog crijeva.71

2.5.2. Lijecenje pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva

LijecCenje pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva obuhvac¢a promjenu nacina zivota,
terapiju lijekovima te operativne zahvate. Dosad nije pronadena univerzalna terapija za
Crohnovu bolest i ulcerozni kolitis, kao niti za sve pacijente koji boluju od samo jednog
oblika upalne bolesti crijeva. Protuupalni agensi su ucinkoviti samo u nekim sluc¢ajevima,
Cesto im se s vremenom smanjuje ucinkovitost ili imaju nezeljene nuspojave kao §to je
povecani rizik za infekciju (primjerice primjenom anti-TNF-o. monoklonskih antitijela se
znatno povecava rizik obolijevanja od tuberkuloze).®®

Razvoj novih vrsta terapija prije svega ovisi 0 novim saznanjima vezano uz mehanizme

odrZavanja ravnoteze imunoloskog odgovora u probavnom sustavu.

2.5.3. Imunoglobulin G i upalna bolest crijeva

Vaznu ulogu u regulaciji imunoloskog odgovora ima kontinuirano ispitivanje (uzorkovanje)
mikroorganizama iz lumena crijeva, §to se postiZe transportom mikroorganizama iz lumena
crijeva preko epitelnih stanica u sekundarne limfne organe (mezenterijalni limfni ¢vorovi, te
Peyerove plode, eng. Peyer's patches).®® U ovom procesu sudjeluju imunoglobulini i
dendriti¢ne stanice.

Prvu obranu protiv mikroorganizama u sluznicama ljudskog organizma osiguravaju IgA,
IgM i 1gG. IgG se preko epitelnih stanica crijeva transcitozom prenosi putem neonatalnog
receptora Fc za 1gG (FcRn) iz krvi u lumen crijeva, gdje prepoznaje bakterijske antigene i
veze ih. Vezani kompleks IgG-a i antigena se zatim ponovno transcitozom putem FcRn
receptora transportira preko epitelnih stanica do CD4" T stanica u sekundarnim limfnim

organima.”’® CD4" T stanice se zatim aktiviraju i proliferiraju u Th1 stanice (eng. T helper
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cells, stanice koje potpomazu aktivnost drugih stanica imunoloskog sustava luceéi citokine,
male proteine koji sudjeluju u signalizaciji) ili u T2 stanice. T,1 stanice pomaZzu u eliminaciji
bakterija koje prodiru kroz barijeru, dok T,2 stanice pomazu u diferencijaciji nezrelih B
stanica u stanice plazme koje proizvode IgG specifi¢an za bakterijske antigene radi zastite od

njihove invazije.”

2.5.3.1. Glikozilacija IgG-a u upalnoj bolesti crijeva

Nedavne geneti¢ke studije su pokazale da je pet od ukupno Sesnaest gena koji sudjeluju u
regulaciji glikozilacije 1gG-a povezano s upalnom bolesti crijeva™ (IKZF1®, LAMB1,
MGAT3#, IL6ST®, BACH2 ™). Dosad je provedeno nekoliko istrazivanja &iji rezultati su uputili
na smanjenu galaktozilaciju 1gG-a pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva.''*?
Medutim, smanjena galaktozilacija IgG-a je pronadena samo u 54, tj. 72 % pacijenata koji
boluju od Crohnove bolesti i u samo 28, tj. 33 % pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa.
Osim toga, proucavane su isklju¢ivo nesijalinizirane glikoforme, a kao §to je ranije navedeno,

sijalinska kiselina modulira upalno djelovanje 1gG-a,®*>%*

te bi svakako bilo zanimljivo
istraziti potencijalnu povezanost sijaliniziranih glikoformi IgG-a s upalnom bolesti crijeva.
Nedavno je prvi put objavljeno 1 istraZivanje glikozilacije ukupnih proteina u serumu
pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa,*® te je potvrdena smanjena galaktozilacija
proteina seruma pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Ovim istrazivanjem je prvi put
proucena sijalinizacija ukupnih proteina seruma, te se pokazalo da su sijalinizirane viSestruko

razgranate glikoforme ukupnih proteina plazme zastupljenije u slu¢aju ulceroznog kolitisa, u

odnosu na kontrolne uzorke.

" IKZF1 - kodira transkripcijski faktor iz porodice DNA-vezujuéih proteina koji sudjeluje u remodeliranju
kromatina (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=1KZF1)

" LAMBL1 - kodira laminin beta 1 podjedinicu glikoproteina izvanstani¢nog matriksa, laminina
(http:/lwww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LAMB1)

* MGATS3 - kodira GIcNAc-transferazu I1I, enzim koji dodaje radvajuéi GIcNAc
(www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MGAT3)

¥ IL6ST - kodira protein koji sudjeluje u kompleksu citokina i receptora, te ima ulogu u provodenju signala
(www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=IL6ST)

" BACH2 - kodira za protein regulator transkripcije

(www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=BACH?2)
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Ispitanici

Ovo istrazivanje odobrila su Eti¢ka povjerenstva Dundeeja i Edinburgha te Eti¢ko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu, a svi ispitanici su potpisali informirani
pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

Uzorci seruma prikupljeni su u sklopu projekta IBD-BIOM, Dijagnostic¢ki i prognosticki
biomarkeri za upalnu bolest crijeva (EU FP7 projekt broj: 305479) od ispitanika koji boluju
od upalne bolesti crijeva (Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa), te kontrolnih ispitanika
(Tablica 2) u bolnici Ninewells u Dundeeju i Opcoj zapadnoj bolnici (Western general
hospital) u Edinburghu izmedu 2001. i 2012. godine. Kontrolni ispitanici su simptomatski

bolesnici kod kojih nakon pretraga nije uo¢ena upalna bolest crijeva.

Tablica 2. Raspodjela ispitanika prema dijagnozi, dobi i spolu

Zene Muskarci
. Dobna Dobni Prosje¢na Dobni Prosje¢na
Raonecs skupina Ukupgn raspon / dob / Ukup_an raspon / dob / Sl
broj . X broj - -
godine godine godine godine
18-65 74 19-65 44,9 29 23-64 42,4
godina
I_(ontro_ln_l 120
Ispitanict | stariji od
65 5 68-82 74,4 12 66-85 76,8
godina
18-65 155  20-65 43,0 83 17-62 37,7
godina
Crohnova 288
bolest stariji od
65 29 66-89 74,5 21 66-87 75,0
godina
18-65 262 19-65 44,0 196 20-65 458
. godina
Ulcerozni
e 590
kolitis stariji od
65 73 66-91 75,7 59 66-90 74,1
godina
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3.2. Materijali
3.2.1. Standardne kemikalije

2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich), 2-pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich),
acetonitril  (J. T. Baker), amonijev Kklorid (NH4Cl) (Acros Organics), amonijev
hidrogenkarbonat (NH4HCO3) (Acros Organics), dimetil sulfoksid (DMSQO) (Sigma-Aldrich),
ditiotreitol (DTT) (Merck), etanol (Carlo Erba), formijatna kiselina (HCOOH) (Merck),
gvanidin hidroklorid (GuHCI) (Sigma), igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), jodoacetamid (1IAA)
(Sigma), kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,) (Sigma-Aldrich), kalijev klorid (KCI) (EMD
Milipore), kloridna kiselina (HCI) (Kemika), natrijev dodecil-sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich),
natrijev hidrogenfosfat (Na,HPO,) (Acros Organics), natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3)
(Merck), natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika), natrijev klorid (NaCl) (Carlo Erba), octena
kiselina (CH3COOH) (Merck), otopina amonijaka (Merck), trietilamonijev bikarbonat
(TEAB) (Sigma), tris(2-karboksietil)fosfin (TCEP) (Thermo Scientific),
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Acros Organics).

3.2.2. Enzimi

- PNGaza F (Prozyme) - 2,5 mU pL*
(1 U - eng. unit, koli¢ina PNGaze F koja katalizira oslobadanje N-vezanih oligosaharida s 1
umol denaturirane ribonukleaze B pri pH 7.5 i 37 °C u jednoj minuti.)’’

- PNGaza F (Promega) - 10 U pL™
(1 U - koli¢ina PNGaze F koja katalizira oslobadanje N-vezanih oligosaharida s 1 nmol

denaturirane ribonukleaze B pri pH 7.5 137 °C u jednoj minuti.)"®

3.2.3. Afinitetne i filtar plocice koristene prilikom priprave uzoraka

Protein G plocica (BIA Separations) — plo€ica s 96 jazica koja je razvijena za izolaciju IgG-a
iz krvne plazme ili seruma u sklopu projekta High Glycan, Metode za visokoproto¢nu analizu
glikozilacije proteina (EU FP7 projekt broj: 278535). Volumen ¢vrste faze u svakoj jazici
protein G plocice je 200 pL, a kapacitet vezanja IgG-a oko 0,8 mg po jaZici.
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0,45 pm GHP AcroPrep (Pall) - filtar plocica s 96 jazica volumena 1 mL i hidrofilnom
polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,45 pum. KoriStena je za filtriranje uzoraka
plazme ili seruma prije izolacije 19gG-a, te prilikom pro¢is¢avanja fluorescentno obiljezenih

glikana.

0,20 pm GHP AcroPrep (Pall) - filtar plocica s 96 jazica volumena 1 mL i hidrofilnom
polipropilenskom membranom veli¢ine pora 0,20 pum. KoriStena je za prociS¢avanje

fluorescentno obiljezenih glikana.

0,45 pm hidrofobna Multiscreen Immobilon-P PVDF'" (Milipore) - filtar plo¢ica s 96 jazica
volumena 350 pL i hidrofobnom membranom veli¢ine pora 0,45 um. KoriStena je za

deglikozilaciju 1gG-a, te uklanjanje 19G-a iz reakcijske smjese nakon deglikozilacije.

Omega 10k MWCO AcroPrep (Pall) - filtar plocica s 96 jazica volumena 350 uL i
modificiranom polietersulfonskom membranom, koja propusta molekule manje od 10 kDa.
Koristena je za deglikozilaciju IgG-a, te uklanjanje 1gG-a iz reakcijske smjese nakon

deglikozilacije.

3.2.4. Cvrste faze koristene za pro¢is¢avanje fluorescentno obiljeZenih glikana

- Bio-Gel P-6 (BioRad), veli¢ina ¢estica: 50-100 mesh
- celuloza (Merck), gustoéa: 1,5 g mL™ pri 20 °C

- silikagel (Sigma-Aldrich), ¢istoc¢a: 15, veli¢ina Cestica: 30-60 mesh

3.3. lzolacija imunoglobulina G iz krvne plazme ili seruma
3.3.1. Izolacija imunoglobulina G iz krvne plazme ili seruma

Imunoglobulin G je izoliran iz uzoraka krvne plazme ili seruma afinitetnom kromatografijom

vezanjem na protein G plocicu (BIA Separations) s 96 jazica uz koristenje vakuum uredaja za

" PVDF — poliviniliden fluorid, nespecifi¢no veze aminokiseline
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plocice (eng. vacuum manifold, Milipore). Svi koraci izolacije 1gG-a odvijali su se pri
podtlaku od oko 380 mm Hg, osim pri nanoSenju uzorka plazme/seruma i eluiranju 19G-a (pri
oko 200 mm Hg). Sve koriStene otopine su prije upotrebe filtrirane kroz 0,2 um Supor PES
filtar (Nalgene).

Prije nanosenja uzoraka protein G plocica je isprana s 2 mL ultra ¢iste vode (18 MQ cm
pri 25 °C), 2 mL 1x koncentriranog pufera PBS pH 7,4 (137 mmol L™ NaCl; 2,7 mmol L*
Na,HPO4; 9,7 mmol L™* KH,PO4; 2,2 mmol L™ KCI; titrirano s NaOH do pH 7,4), 1 mL 0,1
mol L HCOOH pH 2,5; 2 mL 10x koncentriranog pufera PBS pH 6,6; te uravnoteZena
ispiranjem s 4 mL 1x koncentriranog pufera PBS pH 7,4.

Osim uzoraka seruma pacijenata i kontrolnih ispitanika (50 do 90 uL), na svaku plo¢icu je
stavljeno i po tri alikvota standardnog uzorka plazme (50 pL) na polozaje B2, D7 i F10; dok

je polozaj H12 ostavljen za negativnu kontrolu (eng. blank), kako je prikazano na Slici 8.

PLOCICA 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A HC0015 HC0016 HC0020 HC0021 HC0024 HC0025 HC0026 HC0027 HC0029 HC0030 HC0031 HC0032
B CD602 STAND CD603 CD604 CD605 CD606 CD607 CD608 CD609 CD2005 CD611 CD612
C CD613 CD645 CD615 CD616 CD617 CD619 CD620 CD621 CD622 CD623 CD624 CD625
D CD629 CD630 CD646 CD647 CD648 CD652 STAND CD653 CD654 CD656 CD658 CD663
E CD665 CD666 CD667 CD668 CD670 CD671 CD672 CD664 CD503 CD504 CD473 CD559
F CD565 CD572 CD552 CD553 CD579 CD571 CD561 CD568 CD570 STAND CD492 CD719
G CD720 CD721 CD723 CD725 CD727 CD728 CD730 CD732 CD733 CD734 CD735 CD736
H CD737 CD738 CD740 CD741 CD742 CD743 CD744 CD745 CD747 CD748 CD749 BLANK

Slika 8. Prikaz rasporeda uzoraka na plocici prilikom analize glikana IgG-a u upalnoj bolesti crijeva. Na svaku
plo¢icu je prije izolacije 1gG-a stavljeno po tri standardna uzorka plazme na unaprijed odredene polozaje (B2,
D7 i F10) - STAND, dok je na polozaju H12 negativna kontrola— BLANK

Uzorci plazme ili seruma su centrifugirani 3 minute pri 12 100 g (centrifuga miniSpin,
Eppendorf), razrijedeni 1x koncentriranim puferom PBS pH 7,4 (v = 1:7) te filtrirani kroz
0,45 pum GHP AcroPrep filtar ploCicu s 96 jazica (Pall) upotrebom vakuum uredaja za
plocice. Filtrirani uzorci seruma naneseni su na protein G plocicu, te isprani tri puta s 2 mL 1x
koncentriranog pufera PBS pH 7,4 kako bi se uklonili nevezani proteini. Vezani IgG je
eluiran s protein G plocice ispiranjem s 1 mL 0,1 mol L™ HCOOH te neutraliziran sa 170 pL
1 mol L™ NH4HCOs.

Protein G plocica je regenerirana radi moguénosti ponovnog koristenja ispiranjem s 1 mL
0,1 mol L™ HCOOH, 2 mL 10x koncentriranog pufera PBS pH 6,6, 4 mL 1x koncentriranog
pufera PBS pH 7,4 te 1 mL pufera za skladistenje protein G plocice (etanol ¢ = 20 %, 20
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mmol L™ Tris; 0,1 mol L™ NaCl; titrirano s HCI do pH 7,4); nakon &ega je dodan jo§ 1 mL

pufera za skladistenje i plocica spremljena na 4 °C.
3.3.1.1. Odredivanje koncentracije IgG-a nakon izolacije iz seruma ili plazme

Koncentracija IgG-a je nakon izolacije iz seruma ili plazme izmjerena u svakom eluatu
mjerenjem apsorbancije pri 280 nm koriStenjem spektrofotometra NanoDrop 8000 (Thermo
Scientific). Od svakog eluata je odvojeno 350 do 400 pg lgG-a te osuSeno u vakuum
centrifugi (Thermo Scientific vakuum koncentrator Savant SC210A s hladenom stupicom za
paru Savant RVT400 i vakuum pumpom OFP400) i spremljeno na -20 °C do daljnje upotrebe.

3.4. Metode denaturacije
3.4.1. Denaturacija u prisutnosti SDS-a i igepala CA-630

Suhim uzorcima IgG-a uz mijesanje je dodano 30 pL SDS-a (y = 13,3 g L™) nakon &ega su
uzorci inkubirani 10 minuta pri 65 °C radi denaturacije. Nakon hladenja 15 ili 30 minuta na
sobnoj temperaturi, uz mijeSanje je svakom uzorku dodano 10 pL igepala CA-630 (¢ = 4 %)
kako bi se deaktivirao preostali suvisak SDS-a te sprijecila denaturacija PNGaze F. Uzorci su

inkubirani s igepalom CA-630 uz mije$anje na sobnoj temperaturi 5 ili 15 minuta.
3.4.2. Denaturacija u prisutnosti GUHCI-ai DTT-a

Svakom uzorku je uz mijeSanje dodano 100 uL svjeze pripravljene otopine za redukciju s 5,8
mol L™ GuHCI i 5 mmol L™ DTT, nakon &ega su uzorci naneseni na odgovarajuéu membranu

(u slucaju kad je pocetni uzorak bio suhi IgG).
3.4.3. Denaturacija u prisutnosti GuHCI-a i TCEP-a

Svakom uzorku je uz mijesanje dodano 102 uL svjeze pripravljene otopine za redukciju s 5,8
mol L GuHCI i 10 mmol L™ TCEP, nakon &ega su uzorci naneseni na odgovarajuéu

membranu (u slucaju kad je pocetni uzorak bio suhi IgG).
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3.4.4. Denaturacija u prisutnosti SDS-a, DTT-a i IAA

Pripravljena je smjesa za denaturaciju koja po uzorku sadrzi 35 pL ultra Ciste vode, 10 pL
SDS u vodi (y = 20 g L), 5 uL 0,5 mol LY DTT. Svakom uzorku je uz mijesanje dodano 50
pL smjese za denaturaciju nakon ¢ega su uzorci inkubirani 10 minuta pri 65 °C, te zatim
hladeni na sobnoj temperaturi 15 ili 30 minuta. Uzorcima je uz mijesanje dodano 5 puL 100
mmol L™ IAA, te u mraku inkubirano pri sobnoj temperaturi 30 minuta kako bi se alkilirale

reducirane disulfidne veze.

3.5. Metode deglikozilacije

3.5.1. Deglikozilacija u otopini

Nakon denaturacije sa SDS-om i kratke inkubacije s igepalom CA-630 uz mije$anje na sobnoj
temperaturi dodano je 10 uL 5x koncentriranog pufera PBS i 1,25 mU PNGaze F (Prozyme)
ili 1,25 U PNGaze F (Promega). Uzorci su potom inkubirani 18 h pri 37 °C.

3.5.2. Deglikozilacija na hidrofobnoj Immobilon-P PVDF membrani

Deglikozilacija 1gG-a je testirana na hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF plocici
(Milipore) kako bi se nakon cijepanja PNGazom F filtriranjem dobili slobodni glikani, bez
proteinskog dijela molekule 1gG-a koji bi teorijski trebao ostati vezan na membranu.*!
Paralelno je napravljeno 6 razlicitih protokola, svaki po tri puta, te je koriSten isti uzorak
suhog 1gG-a (oko 350 pg):
a) Redukcija s alkilacijom — uzorci su denaturirani kako je opisano u Poglavlju 3.4.4.
Za to vrijeme hidrofobna membrana je isprana s 200 pL etanola u vodi (¢ = 70 %), te dva
puta s 200 pL otopine za deglikozilaciju (20 mmol L™ NaHCO3) centrifugiranjem u svakom
koraku 1 minutu pri 500 g (Eppendorf centrifuga, model 5804, rotor A-2-DWP).
Uzorci su zatim naneseni na membranu, centrifugirani 1 minutu pri 500 g, te isprani joS$
dva puta s 200 uL 20 mmol L™ NaHCO; uz centrifugiranje u istim uvjetima. Svakom uzorku

je zatim dodano 49,5 pL 20 mmol L™ NaHCOj3 + 1,25 mU PNGaze F (Prozyme), te su uzorci,
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nakon zatvaranja prozirnom folijom (Mettler Toledo), deglikozilirani 18 h pri 37 °C u
prethodno pripravljenoj komorici za inkubaciju.

Komorica za inkubaciju je zatvorena plasti¢na posuda ¢ije dno je ispunjeno destiliranom
vodom. Komorica je stavljena na temperaturu od 37 °C nekoliko sati prije upotrebe kako bi se
atmosfera u njoj zasitila vodenom parom te na taj nacin sprijecilo isparavanje uzoraka iz
jazica plocice.

b) i ¢) Denaturacija s GUHCI-om i DTT-om — uzorci su pripravljeni kako je opisano
u Poglavlju 3.4.2., te naneseni na membranu (prethodno ispranu s 200 uL etanola u vodi (¢ =
70 %), te dva puta s 200 pL otopine za deglikozilaciju [100 mmol L™ NaHCOs u slugaju b),
50 mmol L™ (NH4)HCOj3 u sluéaju )] i na membrani inkubirani 10 minuta pri 65 °C. Nakon
inkubacije uzorci su centrifugirani 1 minutu pri 500 g, te isprani jo§ dva puta s 200 uL 100
mmol L™ NaHCOj5 ili 50 mmol L™ (NH,)HCOj3 uz centrifugiranje u istim uvjetima.

Svakom uzorku je zatim dodano 49,5 pL 100 mmol L™* NaHCOj; ili 50 mmol L™
(NHz)HCO;3 + 1,25 mU PNGaze F (Prozyme). Nakon zatvaranja prozirnom folijom uzorci su
deglikozilirani 18 h pri 37 °C u prethodno pripravljenoj komorici za inkubaciju, kao $to je
ranije opisano.

d) Denaturacija s GUHCI-om i TCEP-om — uzorci su pripravljeni kako je opisano u
Poglavlju 3.4.3., nakon ¢ega su naneseni na membranu (prethodno isprana s 200 pL etanola u
vodi (¢ = 70 %), te dva puta s 200 pL otopine za deglikozilaciju (100 mmol L™ TEAB pH
8,5) 1 na membrani inkubirani 10 minuta pri 65 °C. Nakon inkubacije uzorci su obradeni na
jednak nacin kako je to opisano pod b) i c), ali je kao pufer za ispiranje plocice i
deglikozilaciju koristen 100 mmol L TEAB pH 8,5.

e) i f) Denaturacija sa SDS-om i igepalom CA-630 — uzorci su denaturirani kako je
to opisano u Poglavlju 3.4.1., s razlikom da su nakon inkubacije sa SDS-om hladeni 30
minuta na sobnoj temperaturi, te nakon dodatka igepala inkubirani 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije s igepalom uzorci su preneseni na membranu (prethodno
ispranu s 200 pL etanola u vodi (¢ = 70 %), te dva puta s 200 uL otopine za deglikozilaciju
[1x PBS u slu¢aju e), tj. 20 mmol L™ NaHCO; u slu¢aju f)], centrifugirani 1 minutu pri 500 g,
te isprani s odgovaraju¢im puferom i deglikozilirani kako je opisano u a) do d).

Slobodni glikani su nakon deglikozilacije skupljeni u c¢istu plo¢icu za sakupljanje
centrifugiranjem 1 minutu pri 1000 g. Obiljezavanje fluorescentnom bojom i procis¢avanje

glikana provedeno je kako je to opisano u Poglavljima 3.7. 1 3.8., s tim da su koriSteni 100 %-
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tni acetonitril i acetonitril u vodi (¢ = 96 %) prethodno ohladeni na 4 °C. Obiljezeni glikani su

analizirani teku¢inskom kromatografijom na isti nacin kako je to opisano u Poglavlju 3.11.

3.5.3. Deglikozilacija uzoraka 1gG-a na Omega 10k membrani

Deglikozilacija 1gG-a je testirana na Omega 10k MWCO AcroPrep filtar plocici (Pall) koja
propusta molekule manje od 10 kDa. Time bi se nakon cijepanja PNGazom F filtriranjem
dobili slobodni glikani, bez proteinskog dijela molekule 1gG-a koji teorijski ne bi trebao proci
kroz filtar, buduci da su veli¢ine teskog i lakog lanca oko 50 do 70 kDa i 25 kDa.

Osnovni protokol je slian ranije opisanom, te su uzorci IgG-a (oko 250 ug)
resuspendirani u 30 pL SDS-a u vodi (y = 13,3 g L™) i naneseni na plo¢icu. Nakon zatvaranja
prozirnom folijom uzorci su denaturirani inkubacijom pri 65 °C 10 minuta, nakon Cega su
hladeni 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Zatim je dodano 10 pL igepala CA-630 u vodi (p =
4 %) i inkubirano uz mijeSanje 15 minuta na sobnoj temperaturi. Vremena inkubacija su
eksperimentalno odredena testiranjem robusnosti metode (Poglavlje 4.4. Rezultata). Kako bi
se uklonili deterdzenti plocica je centrifugirana 20 minuta pri 2013 g (Eppendorf centrifuga,
model 5804, rotor A-2-DWP), nakon ¢ega je dodano 100 pL ultra Ciste vode i ponovljen
korak centifugiranja. U svaku jazicu je uz mijesanje dodano 49,5 pL 1x koncentriranog PBS-a
i 0,5 puL (1,25 mU) PNGaze F (Prozyme), nakon ¢ega su uzorci inkubirani 18 h pri 37 °C radi
deglikozilacije.

Glikani su eluirani s Omega 10k plocice centrifugiranjem 20 minuta pri 2013 g, nakon
¢ega je dodano 50 pL ultra Ciste vode i ponovljen korak centrifugiranja. Uzorci slobodnih
glikana su obiljezavani fluorescentnom bojom po standardnom protokolu (Poglavlje 3.7.).

Obiljezeni glikani su zatim proci$éeni kako je opisano u Poglavlju 3.8.

3.5.3.1. Metode deglikozilacije IgG-a na Omega 10k membrani

Paralelno je napravljeno 8 razlicitih protokola, te je koriSten isti uzorak suhog IgG-a ili 1gG-a
u 0,1 mol L™* amonijevom formijatu (u otopini) (svaki mase oko 300 ug i obraden po tri puta).
Suhom IgG-u je uz mijeSanje dodana pojedina smjesa za denaturaciju, nakon ¢ega je nanesen
na Omega 10k plocicu. U slucaju kad je pocetni uzorak bio IgG u otopini, na plocicu je

naneseno 2x 250 pL IgG-a uz centrifugiranje 20 minuta pri 2013 g u svakom koraku. Soli su

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 3. Eksperimentalni dio 32

zatim isprane dodatkom 100 pL ultra ¢iste vode i ponovljenim centrifugiranjem, nakon ¢ega
je uz mijesanje uzorku koji je na ploc¢ici dodana smjesa za denaturaciju.

a) i b) Redukcija s alkilacijom — uzorci su denaturirani, reducirani i alkilirani na isti
nacin kako je to opisano u Poglavlju 3.4.4.

c) i d) Denaturacija s GuUHCI-om i DTT-om — uzorci su pripravljeni kako je opisano
u Poglavlju 3.4.2., te naneseni na filtar plo¢icu i inkubirani 10 minuta pri 65 °C.

e) i f) Denaturacija s GuHCI-om i TCEP-om — uzorci su pripravljeni kako je
opisano u Poglavlju 3.4.3., te naneseni na filtar plo¢icu i inkubirani 10 minuta pri 65 °C.

g) i h) Denaturacija sa SDS-om i igepalom CA-630 — uzorci su denaturirani kako je
to opisano u Poglavlju 3.4.1., s razlikom da su nakon inkubacije sa SDS-om hladeni 30
minuta na sobnoj temperaturi, te nakon dodatka igepala inkubirani 15 minuta uz mije$anje na
sobnoj temperaturi.

Nakon svakog od postupaka denaturacije, redukcije i alkilacije reagensi su uklonjeni
centrifugiranjem plocice 20 minuta pri 2013 g, nakon ¢ega je dodano 100 pL ultra ¢iste vode i
dva puta ponovljen korak centrifugiranja. Svakom uzorku je uz mijesanje dodano 49,5 pL
pufera za denaturaciju [1x PBS u slugaju a), ¢), ) i g), tj. 20 mmol L™* NaHCOs u sluéaju b),
d), f) i h)] + 1,25 mU PNGaze F (Prozyme). Nakon zatvaranja prozirnom folijom uzorci su
deglikozilirani 18 h pri 37 °C u prethodno pripravljenoj komorici za inkubaciju, kao §to je
ranije opisano (Poglavlje 3.5.2.).

Slobodni glikani su nakon deglikozilacije skupljeni, obiljezeni fluorescentnom bojom,
proc¢iS¢eni 1 analizirani teku¢inskom kromatografijom na isti nain kako je to opisano u

Poglavlju 3.5.3, s tim da je celuloza nanesena na 0,20 um GHP AcroPrep plocicu (Pall).

3.5.3.2. Utjecaj ispiranja deterdzenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani

Utjecaj ispiranja deterdzenata (SDS-a i igepala CA-630) prije deglikozilacije 1gG-a na Omega
10k membrani (prethodno ispranoj s 2x 100 pL ultra Ciste vode uz upotrebu uredaja za
filtriranje uz pomo¢ vakuuma — oko 250 mm Hg) ispitan je na uzorcima lgG-a u 0,1 mol L™
amonijevom formijatu (svaki uzorak mase oko 300 g, svaki od uvjeta je testiran u 8 ili 12
replikata) primjenjujuci protokol g) opisan u Poglavlju 3.5.3.1. (s ispiranjem deterdZenata). U

eksperimentima bez ispiranja deterdZzenata uzorcima je nakon inkubacije s igepalom 15
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minuta na sobnoj temperaturi dodano uz mijesanje 10 pL 5x koncentriranog pufera PBS i 1,25
U PNGaze F (Promega).

Nakon deglikozilacije oslobodeni glikani su skupljeni kako je prethodno opisano te
zatvoreni ljepljivom prozirnom folijom u koracima centrifugiranja kako bi se sprijecilo
isparavanje uzoraka. Glikani su fluorescentno obiljezeni 2-AB-om i proc¢is¢eni na 0,2 pm
GHP filtru uz 96 %-tni, 98 %-tni ili 100 %-tni hladni acetonitril kako je opisano u Poglavlju
3.8.

3.5.3.3. Kompatibilnost koristenih otopina i Omega 10k membrane

Kompatibilnost otopina koriStenih za standardni postupak denaturacije i deglikozilacije
(opisan u Poglavlju 3.5.3.1., protokol g)) i Omega 10Kk filtar plo¢ice ispitana je nakon §to je
uocen problem s pomakom nagiba bazne linije u kromatogramima na sljedec¢i naéin:

a) Jedna jazica plocCice je isprana S 5x 100 uL ultra ¢iste vode upotrebom uredaja za
filtriranje uz pomo¢ vakuuma, pri ¢emu su svi ispirci skupljeni, osuSeni u vakuum centrifugi,
resuspendirani u 75 pL vode te fluorescentno obiljeZzeni po standardnom, ranije opisanom
protokolu.

b) Jedna jazica plocice je isprana s 2x 100 pL ultra Ciste vode upotrebom uredaja za
filtriranje uz pomo¢ vakuuma. Nakon toga je uz mijesanje dodano 30 puL SDS (y = 13,3 g L™)
i 10 pL igepala CA-630 (¢ = 4 %) te je ploCica inkubirana uz mijeSanje 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Zatim je dodano 10 pL 5x koncentriranog pufera PBS, i plocica je centrifugirana
15 minuta pri 2013 g (Eppendorf, model 5804) te je eluat prikupljen, nakon ¢ega je dodano
jo§ 50 uL ultra Ciste vode. Postupak centrifugiranja je ponovljen nakon inkubacije od 5
minuta na sobnoj temperaturi uz mijesanje. Eluati su spojeni i fluorescentno obiljeZeni.

¢) U pojedinacne jaZice je stavljen samo SDS (y = 13,3 g L™) (30 pL + 20 pL ultra
¢iste vode), ili samo igepal CA-630 (¢ = 4 %) (10 pL + 40 uL ultra Ciste vode) ili samo 5x
koncentrirani pufer PBS (10 puL + 40 pL ultra ¢iste vode), te je obradeno kako je opisano pod
b).

Obiljezeni eluati su procis¢eni na celulozi uz ispiranje hladnim 80 %-tnim acetonitrilom.

Prilikom eluiranja uzorci su inkubirani u vodi 5 minuta.
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3.6. Uklanjanje 1gG-a iz reakcijske smjese nakon deglikozilacije

3.6.1. Filtriranje deglikozilacijske reakcijske smjese kroz hidrofobnu Immobilon-P PVDF

membranu

Uzorci 1gG-a (svaki mase oko 250 do 300 pg) su denaturirani sa SDS-om i igepalom prema
postupku opisanom pod e) u Poglavlju 3.5.2. Nakon denaturacije i deglikozilacije u otopini,
uzorci su naneseni na hidrofobnu Multiscreen Immobilon-P PVDF membranu (prethodno
ispranu s 200 pL otopine etanola u vodi (¢ = 70 %), te dva puta s 200 pL ultra ¢iste vode, uz
centrifugiranje 1 minutu pri 500 g u svakom koraku). Slobodni glikani su odvojeni od
proteinskog dijela IgG-a centrifugiranjem membrane 1 minutu pri 1000 g. Zatim je na
membranu dodano jo§ 25 pL ultra Ciste vode, mijeSano na sobnoj temperaturi 10 minuta te je
ponovljen korak centrifugiranja, a filtrati sa slobodnim glikanima spojeni, obiljeZeni
fluorescentnom bojom prema standardnom protokolu i pro¢iséeni na celulozi uz acetonitril u
vodi (p = 80 %) ili hidrofilnom 0,2 um GHP filtru uz hladni acetonitril u vodi (p = 96 %).
Obiljezeni glikani analizirani Su tekudinskom kromatografijom na isti nac¢in kako je to

opisano u Poglavlju 3.11.

3.6.2. Filtriranje deglikozilacijske reakcijske smjese kroz Omega 10k MWCO membranu

Filtriranje uzoraka kroz Omega 10k membranu nakon deglikozilacije je napravljeno prema
postupku prikupljanja oslobodenih glikana nakon deglikozilacije na Omega 10k membrani,
kako je opisano u Poglavlju 3.5.3., s tim da su uzorci zatvoreni ljepljivom prozirnom folijom
prilikom centrifugiranja. Omega 10k membrana je prije prenoSenja uzoraka isprana s 2x 100

pL ultra ¢iste vode upotrebom uredaja za filtriranje uz pomo¢ vakuuma.

3.7. Obiljezavanje slobodnih glikana fluorescentnom bojom

Oslobodeni glikani su radi detekcije obiljezeni fluorescentnom bojom 2-aminobenzamidom,
prema dolje prikazanoj reakciji (Slika 9). Smjesa za obiljezavanje je svjeze pripravljena
otapanjem 2-AB (kona¢na masena koncentracija 19,2 mg mL™) i reducensa 2-PB (konac¢na
masena koncentracija 44,8 mg mL™Y) u smjesi w(DMSO, CHsCOOH) = 70:30. Svakom
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uzorku je dodano 25 uL pripravljene smjese za obiljezavanje, te je ploCica s uzorcima
zatvorena ljepljivom prozirnom folijom. Nakon §to su uzorci uz protresanje inkubirani pri

sobnoj temperaturi 10 minuta, reakcija obiljezavanja glikana provodena je 2 sata pri 65 °C.

2-AB
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Slika 9. Reakcija obiljeZavanja slobodnih glikana fluorescentnom bojom, 2-AB-om

3.8. Procis¢avanje fluorescentno obiljeZenih glikana
3.8.1. Procisc¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na celulozi

Prije analize glikana tekucinskom kromatografijom, fluorescentno obiljeZzene glikane je
potrebno procistiti od viSka fluorescentne boje, neobiljeZenih glikana, proteina i suviska
reagensa. Za prociS¢avanje je koriStena tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim
interakcijama uz ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (HILIC-SPE, eng. Hydrophilic Interaction LIquid
Chromatography - Solid Phase Extraction). Kao ¢vrsta faza koriStena je celuloza na 0,20 um
ili 0,45 um GHP AcroPrep filtar plocici s 96 jazica. S obzirom da je celuloza bogata
hidrofilnim hidroksilnim skupinama vezat ¢e fluorescentno obiljeZzene glikane, dok ¢e se
proteini i1 viSak reagensa isprati. Za prociS€avanje je koriSten vakuum uredaj za plocCice pri
podtlaku od oko 25 mm Hg. Cvrsta faza je pripravljena nanosenjem 200 uL homogene
suspenzije celuloze u vodi (0,1 g mL™) u svaku jazicu filtar plo¢ice, nakon &ega su jaZice
isprane uz mijesanje S 5x 200 pL ultra Ciste vode (18 MQ cm pri 25 °C) kako bi se uklonile
manje Cestice celuloze, i s 3x 200 puL 80 %-tnog, 90 %-tnog ili 100 %-tnog acetonitrila radi
uravnotezavanja ¢vrste faze u uvjetima vezanja analita.

Uzorci su nakon reakcije obiljezavanja ohladeni na sobnu temperaturu te im je uz

mijesanje dodano 300 pL ili 700 pL acetonitrila (do volumnog udjela acetonitrila od 80 %, tj.
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priblizno 90 %). Uzorci su naneseni na ¢vrstu fazu uz lagano mijeSanje, te isprani sa 7x 200
uL 80 %-tnog, 90 %-tnog ili 100 %-tnog acetonitrila, s tim da su u ¢etvrtom koraku ispiranja
uzorci nakon dodatka acetonitrila promijeSani pipetom. Zadnja frakcija ispiranja acetonitrilom
je uklonjena centrifugiranjem plocice 5 minuta pri 164 g. Glikani su s celuloze eluirani
upotrebom uredaja za filtriranje uz pomo¢ vakuuma dodatkom 100 pL ultra Ciste vode uz
inkubaciju od 5 ili 15 minuta uz potresanje. Korak eluiranja je ponovljen te drugi eluat
prikupljen u istu ploCicu za sakupljanje centrifugiranjem 5 minuta pri 164 g (Eppendorf

centrifuga, model 5804, rotor A-2-DWP). Spojeni eluati su do analize ¢uvani na -20 °C.
3.8.2. Procisc¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na BioGelu P-6 i silikagelu

Fluorescentno obiljezeni glikani su pro¢is¢eni na Bio-Gelu P-6 ili silikagelu prema protokolu
sliénom kao u prethodnom poglavlju uz koristenje vakuum uredaja za ploc€ice pri podtlaku od
oko 25 mm Hg. Suspenzija Bio-Gela ili silikagela (200 uL) u vodi ili smjesi otapala y(voda,
etanol, acetonitril) = 70:20:10 (0,1 ili 0,2 g mL™) je nakon inkubacije 4 sata pri sobnoj
temperaturi nanesena u svaku jazicu 0,20 pum ili 0,45 um GHP AcroPrep filtar plocice. Jazice
su isprane uz mijeSanje s 5x 200 pL ultra ¢iste vode (18 MQ cm pri 25 °C) 1 s 3x 200 pL 80
%-tnog, 90 %-tnog ili 100 %-tnog acetonitrila radi uravnotezavanja Cvrste faze u uvjetima
vezanja analita.

Uzorci su nakon reakcije obiljeZavanja ohladeni na sobnu temperaturu (30 minuta) te
pro¢isceni kako je opisano u prethodnom poglavlju, uz inkubaciju od 15 minuta uz potresanje
u koraku eluiranja glikana vodom. Uzorcima procis¢enima na Bio-Gelu je nakon eluiranja
dodano jos 50 pL (u sludaju 0,1 g mL™ suspenzije Bio-Gela), odnosno 150 pL ultra &iste vode
(u sluéaju 0,2 g mL™ suspenzije Bio-Gela), kako bi se uklonila razlika u konaénom volumenu
nastala kao posljedica razli¢itog volumena zadrzavanja Bio-Gela i1 ostalih ¢vrstih faza.
Spojeni eluati su do analize ¢uvani na -20 °C.

U svim koracima i uvjetima ispiranja koristen je acetonitril prethodno ohladen na 4 °C.

3.8.3. Procisc¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom GHP filtru

Hidrofilni 0,20 um GHP AcroPrep filtar je prije nanosenja uzoraka pripravljen na nacin da je
koriStenjem uredaja za filtriranje uz pomo¢ vakuuma (priblizno 25 mm Hg) ispran s 200 pL

etanola u vodi (p = 70 %), 200 pL ultra ¢iste vode 1 200 pL 80 %-tnog, 90 %-tnog, 96 %-
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tnog, 98 %-tnog ili 100 %-tnog acetonitrila. Nakon reakcije obiljezavanja i hladenja
reakcijske smjese na sobnoj temperaturi 30 minuta, glikanima je dodano 300 pL (u slucaju
proc¢is¢avanja s 80 %-tnim acetonitrilom) ili 700 pL acetonitrila (u svim ostalim slu¢ajevima),
te su premjesteni na hidrofilni 0,2 um GHP AcroPrep filtar i inkubirani 2 minute. Suvisak
reagensa je uklonjen ispiranjem s hladnim acetonitrilom odgovaraju¢eg volumnog udjela.
Uzorci su inkubirani 2x 15 minuta uz potresanje u koracima eluiranja glikana vodom.

U svim koracima i uvjetima ispiranja koriSten je acetonitril prethodno ohladen na 4 °C.

3.8.3.1. Provjera kapaciteta GHP AcroPrep filtra

Kako bi se provjerio kapacitet 0,2 um GHP AcroPrep filtar plocice, te ustanovilo veze li
mozda selektivno samo neke glikane, napravljeno je procis¢avanje standarda glikana IgG-a
(ve¢ fluorescentno obiljezeni i procis€eni glikani IgG-a), budu¢i da mu je poznat
kromatografski profil. U tu svrhu je napravljeno tri razli¢ita razrjedenja (svaki u 12 replikata)
standarda glikana tako da odgovaraju koli¢ini glikana koja bi se teorijski dobila iz 35 g, 300
pg i 750 pg pocetnog uzorka IgG-a. Volumen svakog uzorka bio je 75 pL, $to je inace
volumen koji se dobije nakon fluorescentnog obiljezavanja glikana, a prije prociS¢avanja.
Navedeni uzorci glikana su zatim ,,pro¢is¢eni* kako je o opisano u Poglavlju 3.8.3. uz 100 %-
tni acetonitril. Uzorci su na GHP preneseni nakon $to im je uz mijeSanje dodano 700 pL
hladnog acetonitrila, te su ispirani 5x sa 100 %-tnim hladnim acetonitrilom. Pro¢isc¢eni glikani

su analizirani kako je opisano u Poglavlju 3.11.

3.9. Robusnost metoda deglikozilacije, fluorescentnog obiljeZavanja i

prociS¢avanja glikana

3.9.1. Robusnost metode koristene za pripravu glikana 1gG-a pacijenata koji boluju od upalne

bolesti crijeva

Robusnost metode koriStene za prociscavanje obiljezenih glikana na celulozi uz 80 %-tni
acetonitril (Poglavlja 3.4.1. i 3.8.1.) testirana je upotrebom Plackett-Burmanovog dizajna

eksperimenta za probir (eng. screening) parametara koji imaju znacajan utjecaj na rezultat
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eksperimenta, kako su ranije opisali Novokmet i suradnici.” Za eksperiment je odabrano 7
parametara za koje je pretpostavljeno da bi mogli znatno utjecati na kvalitetu rezultata
(povrsinu kromatografskih pikova i reproducibilnost metode). Po dvije vrijednosti su
odabrane za svaki od parametara, te je ukupno izvedeno 16 razliitih reakcija, kako je
prikazano u Tablici 3. Svaka reakcija provedena je pet puta, a svi ostali koraci koji nisu
navedeni u Tablici 3 izvedeni su kako je to opisano ranije (Poglavlja 3.4.1. 1 3.8.1.).

U svih 80 reakcija (16 x 5) koriSten je isti uzorak IgG-a koji je pripravljen na nacin da su
pomijesane male koli¢ine oko 300 uzoraka IgG-a, kako bi se dobila dovoljna masa poc¢etnog
uzorka za eksperiment. Nakon mijesanja priredeni su alikvoti mase oko 280 ug IgG-a koji su

osuseni uz pomo¢ vakuuma i spremljeni na -20 °C do pocetka eksperimenta.

Tablica 3. Plackett-Burmanov dizajn eksperimenta za testiranje robusnosti metode koriStene za proci§¢avanje
glikana 1gG-a na celulozi uz 80 %-tni acetonitril (p). U ukupno 16 reakcija (RO1 do R16) testirani su sljedeci
parametri: PO1 — vrijeme inkubacije sa SDS-om pri 65 °C, min; P02 — vrijeme hladenja uzoraka na sobnoj
temperaturi nakon inkubacije sa SDS-om, min; P03 — vrijeme inkubacije s igepalom CA-630, min; P04 —
koli¢ina dodane PNGaze F, mU; P05 — vrijeme reakcije obiljeZavanja slobodnih glikana s 2-AB-om, h; P06 —
temperatura acetonitrila koristenog za pro¢i§¢avanje obiljezenih glikana, °C; P07 — vrijeme inkubacije s vodom u
pojedinom koraku eluiranja glikana s celuloze, min. Niza vrijednost svakog od parametara je prikazana
neohojano, a visa vrijednost obojano sivom bojom

Reakcija P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07
RO1 10 10 5 1,5 2 4 5
RO2 30 10 5 1,5 3 4 15
RO3 10 30 5 1,5 3 25 5
RO4 30 30 5 1,5 2 25 15
RO5 10 10 15 15 3 25 15
RO6 30 10 15 1,5 2 25 5
RO7 10 30 15 15 2 4 15
RO8 30 30 15 1,5 3 4 5
RO9 10 10 5 2,5 2 25 15
R10 30 10 5 2,5 3 25 5
R11 10 30 5 2,5 3 15
R12 30 30 5 2,5 2 5
R13 10 10 15 2,5 3 4 5
R14 30 10 15 2,5 2 4 15
R15 10 30 15 2,5 2 25 5
R16 30 30 15 2,5 3 25 15
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3.9.1.1. Utjecaj pojedinih parametara na povrsinu pika i koeficijent varijacije

Utjecaj koji svaki od parametara ima na povrSinu pojedinih kromatografskih pikova, te
koeficijent varijacije postotka povrsine koju zauzima pojedini pik u ukupnoj povrsini svih

pikova u kromatogramu odreden je prema sljedecoj jednadzbi (1):
2 _
Up= < (ZX-XX7) (1)
gdje je U utjecaj svakog od 7 faktora oznac¢enih indeksom p, r je broj reakcija (u ovom slucaju

16), X;* srednja vrijednost povrsine pika ili koeficijent varijacije postotka povrsine pika za

svaku od visih vrijednosti pojedinog faktora, a X; srednja vrijednost povrSine pika ili
koeficijent varijacije postotka povrsine pika za svaku od nizih vrijednosti pojedinog faktora.
Da bi se procijenio statisticki znac¢aj dobivenih utjecaja koristen je Mann-Whitneyjev U test.
Statisticki zna¢ajnim se smatra vrijednost p < 0,05.

Utjecaj svakog od parametara je procijenjen za kromatografske pikove GP4, GP8, GP14,
GP18 i GP24 (vidi Sliku 28).

3.9.1.2. Testiranje vremena inkubacije s vodom prilikom eluiranja glikana s celuloze

Vrijeme inkubacije s ultra ¢istom vodom prilikom eluiranja fluorescentno obiljezenih glikana
s celuloze je testirano nakon eksperimenta robusnosti metode (Poglavlje 3.9.1.) s obzirom da
su rezultati pokazali da moZe imati utjecaj na reproducibilnost metode. Ukupno 16 uzoraka
IgG-a (mase oko 250 ug svaki) je deglikozilirano kako je to opisano u Poglavlju 3.4.1., s tim
da su uzorci hladeni 30 minuta na sobnoj temperaturi nakon denaturacije SDS-om i inkubirani
15 minuta na sobnoj temperaturi nakon dodatka igepala CA-630; §to se pokazalo boljim
nakon ispitivanja robusnosti metode.

Obiljezavanje slobodnih glikana 1 prociS¢avanje na celulozi su provedeni kako je opisano
ranije (Poglavlja 3.7. i 3.8.1.). Od ukupno 16 uzoraka njih osam je inkubirano s vodom 5
minuta, a drugih osam 15 minuta u pojedinim koracima eluiranja glikana s celuloze. Uzorci
fluorescentno obiljezenih glikana su nakon procis¢avanja spremljeni na -20 °C do

kromatografske analize, koja je opisana u Poglavlju 3.11.
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3.9.2. Robusnost deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k membrani uz proc¢isé¢avanje obiljezenih
glikana na GHP filtru uz 100 %-tni acetonitril

Robusnost razvijene metode za deglikozilaciju 1gG-a na Omega 10k MWCO AcroPrep
plocici (Pall) uz prociséavanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnoj 0,20 um GHP
AcroPrep plocici (Pall) uz 100 %-tni acetonitril testirana je kao $to je opisano u prethodnom
poglavlju. Odabrano je 7 parametara te po dvije vrijednosti za svaki od njih, kako je to
prikazano u Tablici 4. Svaka od 16 reakcija provedena je osam puta, a svi ostali koraci koji

nisu navedeni u Tablici 4 izvedeni su kako je to opisano ranije (Poglavlja 3.5.3. 1 3.8.3.).

Tablica 4. Plackett-Burmanov dizajn eksperimenta za testiranje robusnosti metode deglikozilacije 19G-a na
Omega 10k MWCO AcroPrep plocici uz procis¢avanje obiljeZenih glikana na 0,20 um GHP AcroPrep plo¢ici uz
100 %-tni acetonitril. U ukupno 16 reakcija (RO1 do R16) testirani su sljede¢i parametri: PO1 — tip pocetnog
uzorka — suhi ili IgG u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu (u otopini); P02 — volumeni dodanog SDS-a i igepala
CA-630, uL; P03 — volumen vode za ispiranje deterdzenata prije dodatka PNGaze F, uL; P04 — mijeSanje
oslobodenih glikana prije eluiranja s Omega 10k plo¢ice, min; PO5 — volumen vode za eluiranje oslobodenih
glikana s Omega 10k plocice, puL; P06 — temperatura acetonitrila koriStenog za pro¢is¢avanje obiljeZenih glikana,
°C; P07 — broj koraka ispiranja suviska reagensa prilikom procis¢avanja obiljezenih glikana na GHP AcroPrep
plocici, x. Niza vrijednost svakog od parametara je prikazana neobojano, a visa vrijednost obojano sivom bojom

Reakcija P01 P02 P03 P04 P05 P06 P07
RO1 suhi 30i10 50 0 50 4 5
R02 u otopini | 30i 10 50 0 100 4 7
RO3 suhi 1001 35 50 0 100 25 5
RO4 u otopini | 100i 35 50 0 50 25 7
R0O5 suhi 30i10 200 0 100 25 7
R06 uotopini | 30i10 200 0 50 25 5
RO7 suhi 100 35 200 0 50 4 7
RO8 u otopini | 100i 35 200 0 100 4 5
R09 suhi 30i10 50 5 50 25 7
R10 u otopini | 30i 10 50 5 100 25 5
R11 suhi 1001 35 50 5 100 4 7
R12 u otopini | 100i 35 50 5 50 4 5
R13 suhi 30i10 200 5 100 4 5
R14 uotopini | 30i10 200 5 50 4 7
R15 suhi 100 35 200 5 50 25 5
R16 u otopini | 100i 35 200 5 100 25 7
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U svim reakcijama koriSten je isti uzorak IgG-a Kkoji je pripravljen na nacin da su
pomijesane male koli¢ine oko 400 uzoraka IgG-a, kako bi se dobila dovoljna masa pocetnog
uzorka za eksperiment. Nakon mijeSanja priredeni su alikvoti mase oko 330 pg IgG-a od kojih
je polovica smrznuta na -20 °C (IgG u otopini), a druga polovica osuSena uz pomo¢ vakuuma
I spremljena na -20 °C do pocetka eksperimenta (suhi 1gG).

Utjecaj koji svaki od parametara ima na povrsinu pojedinih kromatografskih pikova, te
koeficijent varijacije postotka povrSine koju zauzima pojedini pik u ukupnoj povrsini svih

pikova u kromatogramu odreden je prema jednadzbi (1), kako je opisano u Poglavlju 3.9.1.1.

3.10. Usporedba metoda deglikozilacije i prociS¢avanja fluorescentno

obiljeZenih glikana

Usporedene su Cetiri razli¢ite metode:
a) deglikozilacija u otopini + prociS¢avanje obiljezenih glikana na celulozi s 80 %-
tnim acetonitrilom
b) deglikozilacija u otopini + pro¢i§¢avanje obiljezenih glikana na hidrofilnom GHP
AcroPrep filtru s 96 %-tnim acetonitrilom
c) deglikozilacija u otopini + filtriranje uzoraka kroz Omega 10k membranu prije
fluorescentnog obiljezavanja glikana + prociS€avanje obiljezenih glikana na
hidrofilnom GHP AcroPrep filtru s 96 %-tnim acetonitrilom
d) deglikozilacija na Omega 10k membrani + proci§¢avanje obiljezenih glikana na
hidrofilnom GHP AcroPrep filtru s 96 %-tnim acetonitrilom
Svaka od metoda je testirana osam puta obradom priblizno 300 ug suhog IgG-a (u
slu¢aju deglikozilacije u otopini) ili 300 ug IgG-a u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu (u
slucaju deglikozilacije na Omega 10k membrani). Sve deglikozilacije u otopini su napravljene
kako je opisano u Poglavlju 3.4.1., s razlikom da su nakon inkubacije sa SDS-om uzorci
hladeni 30 minuta na sobnoj temperaturi, te nakon dodatka igepala inkubirani 15 minuta uz
mijeSanje na sobnoj temperaturi, kako je odredeno testiranjem robusnosti metode (Poglavlje
4.7. Rezultata). Deglikozilacija na Omega 10k membrani je napravljena bez ispiranja
deterdzenata prije deglikozilacije prema protokolu opisanom u Poglavlju 3.5.3.2. (utjecaj

ispiranja deterdZenata prije deglikozilacije). Za deglikozilaciju je koristeno 1,25 U PNGaze F
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(Promega). Filtriranje uzoraka kroz Omega 10k membranu nakon deglikozilacije je
napravljeno prema postupku opisanom u Poglavlju 3.6.2.

Slobodni glikani su obiljezeni 2-AB-om prema standardnom protokolu kako je opisano u
Poglavlju 3.7., te proc¢is¢eni na celulozi s 80 %-tnim acetonitrilom (ohladenim na 4 °C) kako
je opisano u Poglavlju 3.8.1, odnosno na hidrofilnom 0,2 um GHP AcroPrep filtru s 96 %-
tnim acetonitrilom (ohladenim na 4 °C) kako je opisano u Poglavlju 3.8.3. Glikani su

inkubirani u ultra ¢istoj vodi 15 minuta prije svakog koraka eluiranja.

3.11. Analiza fluorescentno obiljezenih glikana IgG-a teku¢inskom

kromatografijom

Fluorescentno obiljezeni prociS¢eni glikani analizirani su tekuc¢inskom kromatografijom
temeljenom na hidrofilnim interakcijama na instrumentu Acquity UPLC (Waters) koji se
sastoji od modula za upravljanje otapalima (eng. solvent manager), modula za upravljanje
uzorcima (eng. sample manager) te FLR fluorescencijskog detektora. Za kontrolu
kromatografa koristen je program Empower 2, verzija 2145 (Waters).

Svi uzorci i standardi, osim ultra Ciste vode, pripravljeni su u acetonitrilu, w(uzorak,
acetonitril) = 20:80, na nacin da je pripravljeni volumen ve¢i za 10 pL od injektiranog (Vin)).
Svaki set uzoraka je analiziran na sljede¢i nacin (osim ako je navedeno drugacije):

1. Ultra ¢ista voda (18 MQ cm pri 25 °C), Vi,j = 10 pL

2. Dekstran (vanjski standard, vidi dolje), Vi, = 10 pL

3. Standard 1gG glikana (interni standard obiljezenih i pro¢is¢enih glikana), Viy =20 pL
4. -19. 16 uzoraka, Vi, =40 uL

20. Standard IgG glikana (interni standard obiljezenih i pro¢iS¢enih glikana), Vi, = 20 pL
21. — 36. 16 uzoraka, Vi, =40 puL

Za razdvajanje je koriStena kolona Acquity BEH Glycan (Waters) duljine 100 mm i
unutarnjeg promjera 2,1 mm te velicine Cestica 1,7 pum. Pokretnu fazu ¢inio je 100 mmol Lt
amonijev formijat pH 4,4 kao otapalo A i acetonitril kao otapalo B uz linearni gradijent od 25
% do 38 % volumnog udjela otapala A pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. U
sljede¢oj minuti je sastav pokretne faze postupno promijenjen do 100 % otapala A, te je
kolona ispirana 3 minute pri protoku 0,4 mL min™. Zatim je sastav pokretne faze postupno u

jednoj minuti promijenjen na volumni udjel otapala A od 25 %, sto odgovara pocetnim
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uvjetima sljedeceg injektiranja uzorka, te je kolona ispirana 5 minuta u tim uvjetima uz protok
od 0,4 mL min™. Ukupno trajanje analize pojedinog uzorka bilo je 34 minute. Kao otapalo za
ispiranje kromatografskog sustava (eng. seal wash) koristen je acetonitril u vodi (¢ = 75 %).
Temperatura kolone bila je 60 °C, a temperatura uzoraka prije injektiranja 5 °C.
Fluorescentno obiljezeni glikani detektirani su pri valnoj duljini pobude od 250 nm, i valnoj
duljini emisije od 428 nm.

Sustav je kalibriran prema vanjskom standardu hidroliziranih i fluorescentno obiljezenih
oligomera glukoze (2-AB obiljezenim dekstranom) te su vremena zadrzavanja pojedinih
glikana pretvorena u GU jedinice (eng. glucose units). Kromatogrami su obradeni
automatskom metodom integriranja nakon ¢ega je svaki kromatogram ruc¢no ispravljen kako
bi svi uzorci bili integrirani na jednak nacin. Svaki kromatogram je, prema tome, razdvojen na
24 kromatografska pika (Slika 10, Tablica 5), te je udio povrsine svakog pika izrazen kao

postotak ukupne povrsine svih pikova koji odgovaraju glikanskim strukturama.

22eel el
A e
4 moo L

e
"‘Il

GP1 2 3 4 5 6 7 38asg8h 9 1011 12 13 14 15 16a_ 16b 17 18a 18b 19 20 21 22 23 24
5 6 7 8 9 10 GU

Slika 10. Kromatografski profil N-glikana 1gG-a razdvojenh u 24 kromatografska pika (GP1 do GP24) metodom
HILIC-UPLC. Prikazane su glavne glikanske strukture koje odgovaraju svakom piku, prema Tablici 5. GIcNAc
— plavi kvadrat, manoza — zeleni krug, galaktoza — zuti krug, sijalinska kiselina — ruzi¢asti romb, srzna fukoza —
crveni trokut

Strukture glikana koje odgovaraju svakom od kromatografskih pikova odredene su ranije
na temelju rezultata dobivenih razgradnjom glikana egzoglikozidazama i analizom glikana
spektrometrijom masa, pri ¢emu je identificirano 23 glavnih i 10 manje zastupljenih struktura
(Tablica 5).>°
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Tablica 5. Sastav glikoma 1gG-a. N-glikani 19gG-a razdvojeni su u 24 kromatografska pika (GP1 do GP24)
metodom HILIC-UPLC, a strukture glikana i njihov prosje¢an udio u svakom piku odredene su spektrometrijom
masa. F — srzna fukoza vezana al-6-vezom na unutarnji GIcNAc, Mx — broj (X) manoza vezan na GIcNAc-e
srzne strukture, Ax — broj (x) antena (GIcNAc-ova) vezanih na manoze srzne strukture, B — raévaju¢i GIcNAc
vezan fl-4-vezom na f1-3-vezanu manozu, Gx — broj (x) f1l-4-vezanih galaktoza na antenama, [3]G1 i [6]G1
oznadava galaktozu vezanu na antenu $1-3- ili #1-6-vezane manoze, Sx — broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na
galaktoze.”® n. 0. — nije odredeno

Kromatografski Glikanska Udio glikanske Kromatografski Glikanska Udio glikanske
pik struktura strukture / % pik struktura strukture / %
GP1 FAl 100 FA2BG2 83
GP2 A2 100 FA1G1S1 8
GP15
GP3 A2B 100 A2G1S1 5
GP4 FA2 100 FA2G2 4
M5 63 FA2[6]G1S1 63
GP5
FA2 37 GP16a M4A1G1S1 25
FA2B 97 A2BG1S1 12
GP6
A2[6]G1 3 FA2[3]G1S1 91
GP16b
A2[3]G1 75 FA2[6]BG1S1 9
GP7
FA2B 25 A2G2S1 89
GP17
A2BG1 93 FA2[3]BG1S1 11
GP8a
FA2[6]G1 7 A2BG2S1 91
GP18a
GP8b FA2[6]G1 100 FA2G2S1 9
GP9 FA2[3]G1 100 GP18b FA2G2S1 100
GP10 FA2[6]BG1 100 GP19 FA2BG2S1 100
GP11 FA2[3]BG1 100 GP20 n.o. n.o.
A2G2 91 GP21 A2G2S2 100
GP12
FA2[3]BG1 9 GP22 A2BG2S2 100
A2BG2 87 GP23 FA2G2S2 100
GP13
FA2G2 13 GP24 FA2BG2S2 100
GP14 FA2G2 100

3.11.1. Izracun deriviranih parametara glikozilacije IgG-a

Osim analize udjela koji svaki kromatografski glikanski pik zauzima u ukupnom glikomu
IgG-a, odredeni su i derivirani parametri koji predstavljaju udio skupine glikana sli¢nih

strukturnih obiljezja u ukupnom glikomu IgG-a (Tablica 6).
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Tablica 6. Derivirani parametri glikozilacije 1gG-a. Odredeno je ukupno 27 deriviranih parametara. Ukupne
glikane (GP) ¢ine kromatografski pikovi GP1 do GP24. F — fukoza, G — galaktoza, S — sijalinska kiselina, B —

racvajuci GIcNAc

Derivirani Opis Formula
parametar
G0 Udio negalaktoz_ilira_nih struktura u ukupnim (GP1 + GP2 + GP3 + GP4 + GP6) / GP
glikanima IgG-a
G Udio svih galaktoziliranih struktura u (GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11 +
ukupnim glikanima 19gG-a GP12 + GP13 + GP14 + GP15) / GP
Udio monogalaktoziliranih struktura u (GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11) /
G1 . o
ukupnim glikanima 19gG-a GP
G2 Udio digalaktoz_ilirapih struktura u ukupnim GP12 + GP13 + GP14 + GP15) / GP
glikanima IgG-a
E Udio svih fukoT_iII(irapih sltrléktura u ukupnim GéGlgl:GIGDli‘ll I 8E$4++GgglgEP§P+l6
gitkanima 1g%-a + GP18 + GP19 + GP23 + GP24) / GP
B Udio svih struktura koji sadrZe ra¢vajuci (GP3 + GP6 + GP10 + GP11 + GP13 +
GIcNACc u ukupnim glikanima 1gG-a GP15 + GP19 + GP22 + GP24) / GP
s Udio svih sijaliniziranih struktura u ukupnim | (GP16 + GP17 + GP18 + GP19 + GP21
glikanima IgG-a + GP22 + GP23 + GP24) /| GP
s1 Udio svih moqosija}liniz_iranih struktura u (GP16 + GP17 + GP18 + GP19 ) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
$2 Udio svih di_sijalipizir_anih struktura u (GP21 + GP22 + GP23 + GP24) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih negalaktoziliranih
FGO™™ struktura bez i s ra¢vaju¢im GlcNAc-om u (GP1 + GP4 + GP6) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih negalaktoziliranih
FGO struktura bez ra¢vajuceg GlcNAc-a u ukupnim (GP1 + GP4)/ GP
glikanima lgG-a
Udio svih fukoziliranih monogalaktoziliranih
FG1o® struktura bez i s raévaju¢im GleNAc-om u (GP8 + GP9 + GP10 + GP11) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih monogalaktoziliranih
FG1 struktura bez ra¢vajuceg GlcNAc-a u ukupnim (GP8 + GP9) / GP
glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih monogalaktoziliranih
FBG1 struktura s raévaju¢im GlcNAc-om u ukupnim (GP10 + GP11) / GP
glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih digalaktoziliranih
FG2uoe! struktura bez i s raévajuéim GlcNAc-om u (GP14 + GP15) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih galaktoziliranih
FGo struktura bez i s ra¢vajué¢im GlcNAc-om u (GP8 + GP9 +G%F1’10 + GP11+GPl4+
. S 5) / GP
ukupnim glikanima 1gG-a
Udio svih fukoziliranih galaktoziliranih
FG struktura bez ra¢vajuceg GlcNAc-a u ukupnim (GP8 + GP9 + GP14) / GP
glikanima lgG-a
Udio svih fukoziliranih galaktoziliranih
FBG struktura s raévaju¢im GlcNAc-om u ukupnim (GP10 + GP11 + GP15) / GP
glikanima lgG-a
Fgqtol Udio svih fukoziliranih mpnos_ijaliniziranih (GP16 + GP18 + GP19) / GP
struktura u ukupnim glikanima 1gG-a
Udio fukoziliranih monosijaliniziranih
FS1 struktura bez ra¢vajuc¢eg GlcNAc-a u ukupnim (GP16 + GP18) / GP

glikanima IgG-a
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Derivirani

parametar Opis Formula
total Udio svih fukoziliranih disijaliniziranih
FS2 struktura u ukupnim glikanima 1gG-a (GP23 + GP24) / GP
Fstots Udio svih fukoziliranih sijaliniziranih (GP16 + GP18 + GP19 + GP23 + GP24)
struktura u ukupnim glikanima 1gG-a / GP
Udio fukoziliranih sijaliniziranih struktura bez
FS ra¢vajuceg GIlcNAc-a u ukupnim glikanima (GP16 + GP18 + GP23) / GP
19G-a
Udio svih fukoziliranih sijaliniziranih
FBS struktura s ra¢vaju¢im GIcNAc-om u ukupnim (GP19 + GP24) / GP
glikanima IgG-a
. S S (GP1 + GP2 + GP4 + GP6) / (GP7 +
G0/G Omijer negalaktoziliranih i galaktoziliranih GP8 + GP9 + GP10 + GP11 + GP12 +

struktura u ukupnim glikanima IgG-a GP13 + GP14 + GP15)

Omijer svih fukoziliranih agalaktoziliranih i
FGO™@/ | fukoziliranih digalaktoziliranih struktura bez i
FG2e! s ra¢vaju¢im GleNAc-om u ukupnim
glikanima lgG-a

(GP1 + GP4 + GP6) / (GP14 + GP15)

(GP7 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11 +
GP12 + GP13 + GP14 + GP15) / (GP16
+ GP17 + GP18 + GP19 + GP21 +
GP22 + GP23 + GP24)

Omijer svih galaktoziliranih i svih
G/S sijaliniziranih struktura u ukupnim glikanima
1gG-a

3.12. Validacija metode analize glikana 1gG-a tekuéinskom

kromatografijom

Analiza oko 1000 uzoraka glikana 1gG-a teorijski vremenski zahtijeva oko mjesec dana
neprekidnog rada kromatografskog sustava (24 sata, 7 dana u tjednu), $to je u praksi znatno
duze, te je zbog toga potrebno ispitati ponovljivost, robusnost i rigidnost kromatografske
metode. Svi uzorci za analizu metodom HILIC-UPLC pripravljeni su kako je opisano u
Poglavlju 3.11. U svrhu validacije ranije opisane kromatografske metode za analizu glikana
IgG-a ispitane su sljedece karakteristike:

a) Robusnost analize je ispitana na nacin da su za odredenu malu vrijednost namjerno
promijenjeni parametri analize i to: temperatura kolone, protok otapala, te valne duljine
detekcije (Tablica 7). Pri svakoj vrijednosti navedenih parametara analiziran je isti standard
glikana 1gG-a pripravljen pet puta.

b) Ponovljivost analize je ispitana na nacin da je isti uzorak analiziran 10 puta iz iste

bocice (Vinj = 30 pL), te isto tako iz razli¢itih bocica (Vinj = 40 pL), kako bi se odredile
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potencijalne razlike prilikom ponovljenog injektiranja uzoraka, $to je osobito vazno za
pripravu standarda te kontrolu kvalitete kromatografije.

¢) Rigidnost analize je odredena na nacin da su dva analiti¢ara pripravila i analizirala
isti standard glikana IgG-a na istoj kromatografskoj koloni, ali upotrebom dvaju
kromatografskih sustava u dva razli¢ita dana. Uzorak je pripravljen u ukupnom volumenu od
150 pL te alikvotiran u 5 bocica koje su uzastopno analizirane (Vi = 15 pL).

d) Stabilnost pokretnih faza i kromatografskog sustava procijenjena je analizom
istog standarda glikana 19gG-a injektiranog u trenutku 0, te 3 sata, 6 sati i 24 sata nakon svjeze
priprave svih pokretnih faza. Uzorak je svaki put svjeze pripravljen na identi¢an nacin i
stavljen u kromatografski sustav na 5 °C 30 minuta prije trenutka injektiranja. Izmedu
uzoraka su injektirani uzorci ultra ¢iste vode.

e) Maksimalan broj uzoraka koji se moze analizirati u jednom setu odreden je
analizom istog standarda glikana 1gG-a 45 puta. Vin; = 40 pL.

f) Utjecaj kolone i kromatografskog sustava su ispitani na nacin da je na jednom
kromatografskom sustavu analizirano po pet istih uzoraka standarda glikana IgG-a i to na
dvije kolone razli¢ite proizvodne serije (eng. lot). Osim toga, isti uzorak je analiziran i
paralelno na tri kromatografska sustava, s time da su u dva od njih stavljene kolone iz iste
serije proizvodnje, dok je u tre¢i sustav stavljena kolona iz druge serije proizvodnje.

Svi uzorci su obradeni na nacin kako je to opisano u Poglavlju 3.11.

Tablica 7. Ispitivanje robusnosti UPLC metode za analizu glikana 1gG-a

Parametar analize Standardne vrijednosti SniZene vrijednosti Povisene vrijednosti
Temperatura kolone / °C 60 58 62
Protok otapala / mL min™ 0,400 0,395 0,405
. . 250 (pobuda), 248 (pobuda), 252 (pobuda),
Valne duljine detekcije / nm 428 (emisija) 426 (emisija) 430 (emisija)
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3.13. Validacija metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz proci§¢avanje

fluorescentno obiljeZenih glikana na hidrofilnom GHP filtru

3.13.1. Analiza izvora varijacije

Kako bi se odredilo koji od glavnih koraka u pripravi uzoraka glikana IgG-a za analizu
tekuc¢inskom kromatografijom unosi najviSe varijacije, te potencijalno zahtijeva daljnju
optimizaciju, uzorci su spojeni u razli¢itim koracima analize te nakon mijeSanja ponovno
razdijeljeni, kako bi se uklonila varijacija svih prethodnih koraka. U tu svrhu je po 24 uzorka
spojeno: nakon deglikozilacije (uzorci A), nakon obiljezavanja slobodnih glikana 2-AB-om
(uzorci B) 1 nakon prociS¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana (uzorci C). Uzorci D nisu
spajani niti u jednom koraku te, prema tome, sadrze varijaciju ukupnog postupka priprave
glikana za analizu. Svi uzorci su nakon priprave, a prije analize metodom UPLC nasumi¢no
rasporedeni u PCR plocicu na nacin da je po 8 uzoraka iz svake skupine (A do D) analizirano
u jednom setu uzoraka, kako bi se uklonile potencijalne lazne razlike medu uzorcima nastale
zbog kromatografije (Slika 11).

Paralelno je pripravljena i cijela plocica s 96 uzoraka koji su nakon cjelokupne priprave
spojeni, promijesani i alikvotirani u novu PCR plo¢icu. Na taj nacin su uklonjene razlike
medu uzorcima koje su rezultat priprave uzoraka, te je testirana samo varijacija koju unosi
postupak kromatografske analize triju setova uzoraka (u svakom je analizirano po 32 uzorka)
u ukupnom pribliznom trajanju od tri dana (Slika 11).

Svaki uzorak je sadrzavao 100 pg IgG-a, a uzorci su pripravljeni nakon optimizacije
cjelokupnog postupka priprave glikana IgG-a, prema protokolu opisanom u Poglavljima
3.13.2.2.13.13.2.3.
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PLOCICA 1 - priprema uzoraka
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A0l | Aoo [ A17 | BO1 | B.09 B17 | co1 | co9 | c17 | bo1 | D09 D_17
A02 | A10 | a18 | Bo2 | B.10 B18 | co2 | c10 | c18 | bpo2 | p_10 D_18
AO03 [ A11 | aA19 [ BO3 | B11 B19 | co3 | c11 | c19 | bpo3 | p11 D_19
AO04 | A12 | A20 [ Boa | B 12 B20 | co4 | c12 | c20 | poa | D12 D_20

AO05 | A13 [ A21 [ BoO5 | B 13 B2l | cos | c13 | c21 | bos | D13 [ D21
AO06 | A14a | A22 | Bos | B 14 B22 | cos | c1a | c22 | bpos | p1a | D22
AO07 | A1s | A23 [ Bo7 | B 15 B23 | co7 | cis | c23 | bo7 | p1s [ D23
AO08 | A16 | A24 | BOS | B.16 B24 | cos | c16 | c24 | pos | D16 | D 24

I|O|mM|mMm[O|O|®|>

PLOCICA 1 - HILIC-UPLC analiza
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A A01 | B.O1 co1 | DoO1 B_09 A_09 D 09 | C_09 C17 | D17 | B_17 A_17
B A 02 | B.O2 co02 | po2 B_10 A_10 D_10 | c_10 C18 | D_18 | B_18 A_18
C A 03 | B.O3 C 03 D_03 B 11 A 11 D11 | c11 C19 | D19 | B_19 A_19
D AO4 | BO4 | CO4 | DO4 B_12 A_12 D12 | C.12 C20 | D20 | B_20 A_20
E A_05 | B_O5 C_05 D_05 B_13 A_13 D13 | c.13 C21 | D21 | B21 A 21
F AO06 | BO6 | cCo06 | DO6 B_14 A_14 D 14 | Cc 14 C22 | 22| B.22 A_22
G A 07 | B_O7 co7 | bo7 B_15 A_15 D 15 | C_15 cC23 | D23 | B23 A 23
H A_08 | B_O8 c 08 | D08 B_16 A_16 D_16 | C_16 C24 | D24 | B 24 A_24
PLOCICA 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A EO01 | E_09 E_17 E_25 E_33 E_41 E_49 E_57 E_65 E_73 E_81 E_89
B E02 | E_10 E_18 E_26 E_34 E_42 E_50 E_58 E_66 E_74 E_82 E_90
C EO03 | E 11 E_19 E_27 E_35 E_43 E_51 E_59 E 67 E_75 E_83 E 91
D EO04 | E_ 12 E_20 E_28 E_36 E_44 E_52 E_60 E_68 E_76 E_84 E_92
E EO05 | E_13 E_21 E_29 E_37 E_45 E_53 E_61 E_69 E_77 E_85 E_93
F EO06 | E_14 E_22 E_30 E_38 E_46 E_54 E_62 E_70 E_78 E_86 E 94
G EO07 | E_15 E 23 E 31 E_39 E_47 E_55 E_63 E 71 E_79 E_87 E 95
H EO08 | E_16 E 24 E_32 E_40 E_48 E_56 E_64 E 72 E_80 E_88 E_96

Slika 11. Analiza varijacije novorazvijene metode priprave glikana 1gG-a za analizu teku¢inskom
kromatografijom (HILIC-UPLC). Uzorci su spajani u razli¢itim koracima analize te nakon mije$anja ponovno
razdijeljeni u novu plogicu, kako bi se uklonila varijacija svih prethodnih koraka (PLOCICA 1 — priprava
uzoraka). Uzorci A — spojeni nakon deglikozilacije u otopini, uzorci B — spojeni nakon obiljeZavanja slobodnih
glikana 2-AB-om, uzorci C - spojeni nakon proc¢is¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom GHP
filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u vodi. Uzorci D - nisu spajani niti u jednom koraku. Svi uzorci su nakon
priprave, a prije analize metodom UPLC ,,nasumi¢no* rasporedeni u PCR ploc¢icu na nacin da je po 8 uzoraka iz
svake skupine (A do D) analizirano u jednom setu uzoraka (PLOCICA 1 — HILIC-UPLC analiza). PLOCICA 2 -
uzorci koji su nakon cjelokupne priprave spojeni, promijesani i alikvotirani u novu PCR ploéicu, radi testiranja
varijacije koju unosi samo kromatografska analiza. Uzorci koji su zajedno analizirani tekuéinskom
kromatografijom u jednom setu (po 4 stupca) odijeljeni su podebljanom linijom

3.13.2. Ponovljivost i rigidnost metode — utjecaj dana i analitiCara na varijaciju metode

Ponovljivost optimirane metode (utjecaj dana), te njezina rigidnost (utjecaj analitiCara)

odredena je analizom po jedne plocice s 96 uzoraka od strane triju analitiCara u istim danima
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u razmaku od tri tjedna. Prije eksperimenata svi uzorci plazme su isti dan rasporedeni u
jednakom rasporedu u svih 6 plocica od strane jednog analitiCara kako bi se varijacije zbog
pipetiranja prije samog testiranja metode smanjile na najmanju mogu¢u mjeru. Nakon toga svi

uzorci su smrznuti na -20 °C do dana eksperimenta.

3.13.2.1. lzolacija IgG-a iz uzoraka plazme

Izolacija 19G-a iz uzoraka plazme provedena je kako je opisano u Poglavlju 3.3. Po 300 uL
(180 do 250 pg) svakog uzorka je osuSeno u vakuum centrifugi te deglikozilirano prema

optimiranom protokolu, a kako je opisano u nastavku.

3.13.2.2. Deglikozilacija

Uzorci suhog IgG-a denaturirani su i deglikozilirani u otopini kako je opisano u Poglavlju
3.4.1.13.5.1,, s tim da su uzorci nakon denaturacije sa SDS-om hladeni uz mijesanje 30 min
pri sobnoj temperaturi, te inkubirani s igepalom CA-630 uz mijeSanje na sobnoj temperaturi
15 minuta prije dodatka 1,25 U PNGaze F (Promega).

3.13.2.3. Obiljezavanje glikana fluorescentnom bojom i njihovo procis¢avanje

Slobodni glikani su obiljezeni fluorescentnom bojom 2-AB-om kako je opisano u Poglavlju
3.7., te proc¢is¢eni na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru kako je opisano u Poglavlju 3.8.3.
Ukratko, ohladenim uzorcima (30 minuta pri sobnoj temperaturi) je nakon fluorescentnog
obiljezavanja dodano 700 pl acetonitrila, promijesano, te su uzorci naneseni na GHP filtar
ploCicu s 96 jazica prethodno ispranu s 200 pL otopine etanola u vodi (¢ = 70 %), 200 uL
ultra Ciste vode, te 200 pL otopine acetonitrila u vodi (¢ = 96 %). Nakon inkubacije od 2
minute, uzorci su isprani 5 puta s po 200 uL. 96 %-tnog acetonitrila u vodi, te su fluorescentno
obiljezeni glikani eluirani s filtra u 2 x 100 pL ultra ¢iste vode s inkubacijom od 15 minuta pri
sobnoj temperaturi uz mijeSanje. Spojeni eluati su smrznuti na -20 °C prije analize

teku¢inskom kromatografijom, kako je opisano u Poglavlju 3.11.
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3.14. Statisticke metode

U svim UPLC kromatogramima integrirana su 24 kromatografska pika, ¢ije povrsine su
normalizirane na nacin da je povrSina svakog pika podijeljena s ukupnom povrSinom svih
pikova u kromatogramu (eng. total area normalization), ¢ime je odreden udio povrSine Koji
pojedini kromatografski pik zauzima u ukupnom kromatogramu, izrazen u obliku postotka.

Statisticka analiza provedena je u programskim paketima SigmaPlot 12.5 (Systat
Software, Inc.) i GraphPad Prism 6.05 (GraphPad Software). Budu¢i da glikani IgG-a nemaju
normalnu Gaussovu raspodjelu, koristeni su neparametrijski testovi.

Mann-Whitneyjev U-test (test sume rangova) koristen je prilikom testiranja robusnosti
metoda, kako bi se odredilo ima li pojedini faktor statisticki znacajan utjecaj na povrSinu
pikova. Osim toga, ovaj test je koriSten za analizu glikozilacije IgG-a u upalnoj bolesti crijeva
pri ¢emu su usporedena glikanska svojstva dviju nezavisnih skupina: zdravih ispitanika u
odnosu na pacijente koji boluju od Crohnove bolesti (K u odnosu na C) ili ulceroznog kolitisa
(K u odnosu na U), te pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i pacijenata koji boluju od
ulceroznog kolitisa (C u odnosu na U).

Razina znacajnosti za vrijednost p je korigirana prema Bonferronijevoj korekciji gdje je u
slu¢aju Mann-Whitneyjevog U-testa kao granica znacajnosti uzeta vrijednost p / m, gdje je m
broj postavljenih hipoteza. Za usporedbu glikanskih struktura prilikom analize 24
kromatografska pika i 27 deriviranih parametara glikana IgG-a u upalnoj bolesti crijeva je
prema tome uzeta vrijednost p / ((24 + 27) x 3) = p /153 = 0,05/ 153 = 0,0003, gdje se broj 3
odnosi na tri nulte hipoteze (K = C, K = U, te C = U), a svaka od njih za ukupno 24

kromatografska pika i 27 deriviranih parametara.
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§ 4. REZULTATI
4.1. Validacija kromatografske metode za analizu glikana 1gG-a

Fluorescentno obiljezeni glikani IgG-a analizirani su kromatografskom metodom HILIC-
UPLC paralelno na dva kromatografska sustava u periodu od sedam tjedana (24 h, 7 dana u
tjednu), te je prethodno bilo nuzno validirati metodu kako bi se osigurala kvaliteta dobivenih
rezultata, te sprije¢io eventualni nastanak laznih razlika izmedu pojedinih kromatografskih
profila glikana zbog potencijalne nestabilnosti kromatografskog sustava. Kromatografska
metoda je stoga validirana kako je to opisano u Poglavlju 3.12.

Stabilnost pokretnih faza i kromatografskog sustava ispitana je na nacin da je nakon svjeze
priprave svih pokretnih faza analiziran isti standard glikana 1gG-a koji je injektiran u trenutku
0, nakon 3 sata, 6 sati i 24 sata, kako je to opisano u Poglavlju 3.12. Zapazen je blagi pomak u
vremenu zadrzavanja kromatografskih pikova i to veci za spojeve koji kasnije eluiraju s
kolone (Tablica 8, Slika 12), ali nisu uocene nikakve promjene u kvaliteti kromatografskog

razdvajanja (Slika 13).

I /EU

Slika 12. Pomak u vremenu zadrzavanja pikova pojedinih spojeva prilikom testiranja stabilnosti pokretnih faza i
kromatografskog sustava. Prikazan je standard glikana IgG-a koji je injektiran (Vi = 40 pL) netom nakon svjeze
priprave pokretnih faza — 0 h (crno), nakon 3 h (crveno), nakon 6 h (plavo) i nakon 24 h (zeleno). Uzorci su
pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 %
volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25
minuta. Tygione = 60 °C, Tysoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, Aery = 428 nm. EU — jedinica emisije (eng. emission unit)
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Tablica 8. Utjecaj stabilnosti pokretnih faza i kromatografskog sustava na udio i vrijeme zadrzavanja pojedinog
glikana. Standard glikana 19G-a je injektiran netom nakon svjeze priprave pokretnih faza — 0 h, nakon 3 h, nakon
6 h i nakon 24 h. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni
gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od
0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tiotone = 60 °C, Tyzraka =5 °C, Aex = 250 NM, Aem = 428 NM

Udio kromatografskog pika

Vrijeme zadrzavanja kromatografskog pika

Kromatografski pik | (n=4) (n=4)
Udio/% SD/% CV/% tp / min SD / min CV/%
GP1 0,16 0,01 6,08 7,26 0,04 0,52
GP2 0,57 0,01 2,03 7,64 0,04 0,57
GP3 0,13 0,01 10,33 8,45 0,04 0,50
GP4 19,24 0,06 0,31 8,91 0,05 0,53
GP5 0,30 0,03 9,65 9,73 0,05 0,55
GP6 5,39 0,01 0,26 10,05 0,06 0,59
GP7 0,50 0,01 2,61 10,46 0,06 0,61
GP8 16,97 0,10 0,59 11,45 0,06 0,57
GP9 8,35 0,03 0,37 11,85 0,06 0,54
GP10 5,55 0,01 0,15 12,36 0,07 0,55
GP11 0,99 0,01 1,43 12,73 0,07 0,54
GP12 111 0,04 3,35 13,13 0,07 0,54
GP13 0,39 0,01 321 13,86 0,08 0,55
GP14 15,09 0,05 0,32 14,47 0,07 0,51
GP15 2,05 0,01 0,61 15,08 0,08 0,53
GP16 3,17 0,03 0,95 16,06 0,09 0,55
GP17 1,44 0,02 1,43 17,22 0,10 0,56
GP18 11,71 0,06 0,53 18,47 0,10 0,52
GP19 2,31 0,01 0,54 19,28 0,10 0,53
GP20 0,35 0,05 15,30 20,73 0,13 0,65
GP21 0,70 0,04 6,19 21,02 0,12 0,56
GP22 0,14 0,01 10,10 21,59 0,11 0,52
GP23 1,65 0,08 4,75 22,08 0,12 0,56
GP24 1,77 0,06 3,23 22,53 0,13 0,57

n = broj injektiranja
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Slika 13. Kvaliteta kromatografskog razdvajanja prilikom testiranja stabilnosti pokretnih faza i kromatografskog
sustava. Prikazan je standard glikana 1gG-a koji je injektiran (Vi = 40 pL) netom nakon svjeze priprave
pokretnih faza — 0 h (crno), nakon 3 h (crveno), nakon 6 h (plavo) i nakon 24 h (zeleno). Uzorci su pripravljeni u
acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela
100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Tyoigne =
60 °C, Tysoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, Aery = 428 nm. EU — jedinica emisije (eng. emission unit)

Ponovljivost analize je ispitana injektiranjem istog uzorka — standarda glikana 19G-a — iz
iste bocice uzastopno 10 puta (Vinj = 30 pL), te iz razlicitih bocica (Vinj = 40 pL). Maksimalni
broj uzoraka u analiziranom setu uzoraka ispitan je injektiranjem standarda glikana 1gG-a
uzastopno iz 45 bocica (Tablica 9).
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Tablica 9. Ponovljivost metode HILIC-UPLC i maksimalni broj uzoraka u analiziranom setu. Standard glikana
19gG-a injektiran je 10x iz iste bocice (Viy = 30 pL) te 10x iz razli¢itih bocica (Vi = 40 pL). Maksimalan broj
uzoraka ispitan je analizom 45 standarda glikana 19G-a (Vi,j = 40 pL). Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Tyoigne = 60 °C, Tyzoraka
=5 °C, dex = 250 Nnm, Jen = 428 nm. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrsine pojedinog kromatografskog
pika u ukupnoj povriini svih pikova u kromatogramu (Udio), standardna devijacija udjela povrsine (SD) te
koeficijent varijacije (CV)

1z iste bo¢ice Iz razlicitih bo¢ica Maksimalan broj uzoraka
Kromatografski [ (n=10) - (n=10) - (n =45)
pik Udio/ SD/ Cv/ Udio/ SD/ CVv/ Udio SD/ CVv/
% % % % % % /% % %

GP1 0,18 0,01 5,56 0,17 0,01 5,88 0,17 0,01 5,47
GP2 0,59 0,02 3,17 0,58 0,01 2,45 0,58 0,03 4,42
GP3 0,14 0,01 9,12 0,12 0,02 12,16 0,12 0,02 16,17
GP4 19,18 0,08 0,40 19,23 0,10 0,50 19,25 0,13 0,69
GP5 0,24 0,02 8,46 0,28 0,03 10,89 0,28 0,04 13,70
GP6 5,39 0,02 0,36 5,38 0,01 0,27 5,39 0,04 0,67
GP7 0,46 0,02 3,59 0,48 0,01 2,64 0,49 0,03 5,66
GP8 17,07 0,03 0,17 16,94 0,10 0,59 16,96 0,13 0,78
GP9 8,32 0,03 0,34 8,31 0,06 0,68 8,33 0,06 0,72
GP10 5,52 0,02 0,33 5,54 0,02 0,29 5,54 0,03 0,56
GP11 0,96 0,01 1,38 0,99 0,01 1,07 0,99 0,02 1,71
GP12 1,06 0,02 1,97 1,08 0,01 0,72 1,08 0,02 2,01
GP13 0,38 0,02 4,86 0,39 0,03 7,25 0,39 0,03 6,63
GP14 15,21 0,08 0,50 15,02 0,11 0,70 15,05 0,10 0,69
GP15 2,00 0,02 0,98 2,07 0,07 3,25 2,07 0,06 2,93
GP16 3,13 0,02 0,70 3,18 0,07 2,31 3,17 0,05 1,68
GP17 1,44 0,02 1,34 1,45 0,02 1,20 1,44 0,03 2,00
GP18 11,74 0,03 0,26 11,74 0,09 0,73 11,71 0,18 1,50
GP19 2,32 0,03 1,26 2,32 0,02 0,76 2,32 0,03 1,50
GP20 0,28 0,02 6,83 0,29 0,03 11,03 0,30 0,06 20,56
GP21 0,74 0,02 3,13 0,78 0,08 10,40 0,76 0,07 9,37
GP22 0,14 0,01 7,32 0,15 0,02 15,40 0,14 0,02 15,58
GP23 1,70 0,01 0,72 1,69 0,03 1,53 1,67 0,04 2,67
GP24 1,82 0,02 1,11 1,82 0,02 1,20 1,79 0,05 2,85

n = broj injektiranja

Vidljivo je da je ponovljivost kromatografske analize fluorescentno obiljezenih glikana IgG-a

izrazito dobra, bez obzira radi li se o injektiranju iz iste ili razli¢itih bocica. Prilikom
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injektiranja uzoraka iz iste bocice za 19 od 24 kromatografskih pikova CV udjela njihove
povrsine u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu bio je <5 %, a za 5 pikova od 5 %
do 10 %. Pri analizi uzoraka iz razli¢itih bocica, CV udjela povrSine pojedinog
kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova bio je <5 % za 17 pikova, dok je za 2
pika bio od 5 do 10 %, za 4 pika od 10 do 15 %, te za 1 pik > 15 %. Nesto vise vrijednosti
CV-ova pri injektiranju uzoraka iz razli¢itih bocica se moze pripisati pogresci pipete. Isto
tako, uzastopnom analizom do 45 uzoraka (za S$to je otprilike potreban jedan cijeli dan) ne
dolazi do vidljive izmjene kromatografskog profila uzoraka u kromatografskom sustavu
nakon njihove priprave, ali su vrijednosti CV-ova ipak nesto vise (za 16 pikova CV je bio <5
%, za 4 pika od 5 do 10 %, za 1 pik od 10 do 15 %, te za 3 pika > 15 %) Sto je najvjerojatnije
uzrokovano isparavanjem acetonitrila stajanjem uzoraka pri temperaturi od 5 °C prije same
analize.

Varijabilnost udjela povrsine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih
pikova u kromatogramu povezana je s veli¢inom tog pika na nadin da su manji pikovi

podlozniji veéoj varijaciji (Slika 10 i 14).

10,00
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6,00

cV/ %

4,00 A

2,00 A

0,00
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Slika 14. Povezanost veli¢ine pika, tj. udjela povrSine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih
pikova u kromatogramu, i koeficijenta varijacije, prema podatcima iz Tablice 9. Plavi rombovi — injektiranje
uzoraka iz iste boc¢ice (n = 10), crveni trokutovi — injektiranje uzoraka iz razli¢itih bo¢ica (n = 10). Uzorci su
pripravljeni u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 %
volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25
minuta. Vipj = 40 pL, Tigione = 60 °C, Tizoraka = 5 °C, dex = 250 NnM, Aery = 428 nm
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Robusnost kromatografske metode je ispitana promjenom temperature kolone (60 + 2 °C),
protoka pokretnih faza (0,400 + 0,005 mL min™), te valnih duljina detekcije (Aex = 250 + 2
nm, Jdem = 428 + 2 nm). Koristena metoda HILIC-UPLC pokazala se izrazito robusnom sa
standardnim devijacijama udjela povrsina pojedinih pikova < 0,38 %, s tim da je u vecini
mjerenja bila < 0,04 % (Tablica 10).

Tablica 10. Robusnost kromatografske metode za analizu glikana 1gG-a. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost udjela povrSine (%) koju svaki kromatografski pik (GP1 — GP24) zauzima u ukupnoj povrSini svih
pikova u kromatogramu =+ standardna devijacija (n = 5). Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak,
acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva
formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tyzoraka =5 °C

Valna duljina pobude (4e) I
Temperatura kolone / °C T Protok / mL min
Kromatografski i emisije (Zem) / NM
pik
Jo=248 =250 Ay =252
58 60 62 0,395 0,400 0,405
Aem = 426 Aem = 428 Aem =430
GP1 017+ 0,19+ 0,17+ 0,19 + 0,19 + 0,18 0,17« 0,19+ 0,17+
0,01 0,03 0,01 0,01 0,03 0,01 0,01 0,03 0,01
GP2 0,56+ 061+ 0,57+ 0,61 0,61 0,62 + 0,57+ 061+ 0,58+
0,03 0,04 0,01 0,01 0,04 0,02 0,01 0,04 0,01
GP3 0,11+ 0,15+ 0,12 + 0,16 = 0,15+ 0,16 + 0,12+ 0,15+ 0,12 +
0,02 0,04 0,01 0,01 0,04 0,01 0,02 0,04 0,00
GP4 19,11 19,11 19,16 19,06 + 19,11+ 19,04 + 19,24 19,11 19,23
+0,05 +£0,23 +£0,02 0,35 0,23 0,13 +0,10 +0,23 +£0,07
GP5 022+ 026+ 0,24 0,26 + 0,26 + 0,28 + 026+ 026+ 0,27+
0,02 0,03 0,01 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,02
PG 537+ 548+ 536+ 543 + 5,48 + 5,37 + 539+ 548+ 538+
0,03 0,15 0,00 0,13 0,15 0,35 0,02 0,15 0,02
GP7 044+ 050+ 044+ 0,51+ 0,50 + 0,49 + 0,50+ 050+ 0,49+
0,02 0,03 0,02 0,04 0,03 0,03 0,01 0,03 0,01
GP8 17,00 16,71 17,04 16,65 + 16,71 £ 16,71 £ 16,87 16,71 16,90
+0,02 +0,18 +0,02 0,18 0,18 0,18 +0,06 +0,18 +0,04
GP9 828+ 835+ 8,33% 8,31+ 8,35+ 8,23 + 833+ 835+ 835+
0,05 0,19 0,02 0,21 0,19 0,38 0,03 0,19 0,02
GP10 552+ 569+ 552+ 551+ 5,69 + 555+ 552+ 5,69+ 553+
0,01 0,09 0,02 0,26 0,09 0,13 0,02 0,09 0,02
GP11 097+ 097+ 096+ 0,96 + 0,97 + 0,96 + 1,00 097+ 101+
0,01 0,02 0,01 0,03 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01
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Valna duljina pobude (4ey) i
Temperatura kolone / °C . Protok / mL min
Kromatografski i emisije (Zem) / NM
pik
Jox = 248 Jex = 250 Jox = 252
58 60 62 0,395 0,400 0,405
Jem=426  Aen=428  Jem=430

GP12 1,04 + 1,11+ 1,06 + 1,12+ 1,11+ 1,11+ 1,09 + 1,11+ 1,09 +
0,02 0,03 0,01 0,04 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02

GP13 036+ 042+ 037+ 0,43 0,42 = 0,41 + 039+ 042+ 0,39+
0,04 0,04 0,01 0,03 0,04 0,01 0,02 0,04 0,01

GP14 15,19 14,73 15,24 14,84 + 1473 £ 15,03 £ 14,92 14,73 14,97
+0,06 +0,19 +0,03 0,19 0,19 0,24 +0,04 +0,19 +0,07

GP15 2,02+ 199+ 2,03+ 2,04 + 1,99 + 2,15+ 206+ 199+ 2,05+
0,00 0,10 0,02 0,08 0,10 0,09 0,01 0,10 0,01

GP16 3,12+ 3,19+ 3,11+ 3,15+ 3,19+ 3,29 + 320+ 3,19+ 320+
0,02 0,18 0,02 0,15 0,18 0,24 0,04 0,18 0,01

GP17 1,46+ 148+ 1444+ 1,54 + 1,48 + 1,53 1,46+ 148+ 145+
0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01

GP18 11,83 11,79 11,79 11,79 + 11,79 + 11,68 £ 11,81 11,79 11,78
+0,02 +0,12 +0,02 0,22 0,12 0,27 +0,02 +0,12 +0,03

GP19 237+ 237+ 232+ 2,42 + 2,37+ 2,38 + 234+ 237+ 233+
0,01 0,05 0,01 0,10 0,05 0,04 0,01 0,05 0,01

GP20 0,27 + 0,30 + 0,28 + 0,35+ 0,30 + 0,29 + 0,28 + 0,30 + 0,27 +
0,03 0,05 0,01 0,03 0,05 0,02 0,03 0,05 0,02

GpP21 0,79+ 0,79+ 0,76 0,82 + 0,79 = 0,77 + 0,77« 0,79+ 0,76
0,03 0,02 0,01 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02

GP22 0,16+ 0,15+ 0,14+ 0,17+ 0,15+ 0,16 = 0,15+« 0,15+ 0,14+
0,02 0,02 0,00 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02 0,01

GP23 174+ 180+ 172+ 181+ 1,80 + 1,66 + 1,72+ 180+ 1,70+
0,03 0,10 0,02 0,15 0,10 0,17 0,02 0,10 0,02

GP24 190+ 1,84+ 182+ 1,87+ 1,84 + 1,96 + 187+ 1,84+ 183+
0,02 0,14 0,02 0,13 0,14 0,18 0,03 0,14 0,02

Rigidnost analize odredena je analizom istog standarda glikana IgG-a pet puta na istoj

koloni, ali od strane dvaju analiticara upotrebom dva razli¢ita kromatografska sustava u dva

razli¢ita dana (Slika 15). Kromatografska metoda HILIC-UPLC je vrlo robusna s obzirom na

vrijeme analize, analiti¢ara koji pripravlja uzorke te kromatografski sustav koriSten za analizu,

u slucaju kad su uzorci analizirani na istoj kromatografskoj koloni.
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Slika 15. Rigidnost analize glikana lIgG-a. Uzorci su pripravljeni od strane dvaju analiti¢ara u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani u dva razli¢ita dana na dva kromatografska sustava, ali upotrebom
iste kromatografske kolone. Koristen je linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Prikazane su srednje
vrijednosti i standardna devijacija udjela povrSine pojedinog pika u ukupnoj povrSini svih pikova u
kromatogramu (n = 5). Vinj = 15 pL, Tigione = 60 °C, Tizoraa = 5 °C, dex = 250 nM, Aem = 428 nm

Kako bi se ispitala mogucénost analize uzoraka paralelno na vise kromatografskih sustava
istovremeno je analiziran standard glikana 1gG-a na tri kromatografska sustava, s tim da su u
dva stavljene kolone iz iste proizvodne serije, a u treéi sustav stavljena je kolona iz druge
proizvodne serije. Osim toga, isti uzorci su analizirani i po pet puta na istom
kromatografskom sustavu, ali na kolonama razliite proizvodne serije, kako bi se ispitao
utjecaj same kolone (Slika 16).
kromatografskog pika u ukupnoj povrSini svih pikova u kromatogramu postizu analizom
glikana lIgG-a na kolonama koje su iz iste proizvodne serije (124330631) s podjednakim
brojem prethodno analiziranih uzoraka (kolone podjednake starosti) i to na dva
kromatografska sustava (UPLC1 i UPLC3). Stoga su za kromatografsku analizu fluorescentno
obiljezenih i procis¢enih glikana IgG-a u upalnoj bolesti crijeva koristeni navedeni

kromatografski sustavi, s novim testiranim kolonama iz proizvodne serije 124330631.
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Slika 16. Utjecaj kromatografskog sustava (UPLC1, UPLC2 i UPLC3) i proizvodne serije kolone (124330631,
120322021, 124331151) na analizu glikana IgG-a. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) =
20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH
4.4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Prikazane su srednje vrijednosti i standardna
devijacija udjela povrsine pojedinog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu (n = 5). Vi, = 40 pL,
Trotone = 60 °C, Tyzoraka = 35 °C, Aex = 250 NM, Ay = 428 nm

Udio / %

4.2. Analiza glikana IgG-a u upalnoj bolesti crijeva

Glikani imunoglobulina G u upalnoj bolesti crijeva analizirani su na nacin da je iz ukupno
998 uzoraka seruma (120 kontrolnih ispitanika, 288 CD, te 590 UC, Tablica 2) izoliran
imunoglobulin G afinitetnom kromatografijom upotrebom protein G plocice, kako je to
opisano u Poglavlju 3.3. Time je iz oko 50 pL do 70 pL seruma dobiveno oko 700 pg do 800
pg IgG-a u svakom uzorku, od cega je za analizu uzeta polovica eluata (350 pg do 400 pg).
Suhi uzorci su denaturirani u prisutnosti SDS-a i igepala CA-630 (Poglavlje 3.4.1.) s
hladenjem 15 minuta na sobnoj temperaturi nakon denaturacije IgG-a sa SDS-om i
inkubacijom s igepalom 5 minuta uz mijeSanje na sobnoj temperaturi. Denaturirani 1gG je
deglikoziliran u otopini pomoc¢u enzima PNGaze F (Prozyme) (Poglavlje 3.5.1.), a oslobodeni
glikani su obiljezeni reduktivnom aminacijom fluorescentnom bojom, 2-AB, prema postupku
opisanom u Poglavlju 3.7. Fluorescentno obiljezene glikane je prije analize tekuc¢inskom

kromatografijom potrebno procistiti od suviska fluorescentne boje i reagensa, neobiljezenih
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glikana i proteina, te je u tu svrhu napravljeno HILIC-SPE procis¢avanje na celulozi (0,1 g
mL™) nanesenoj na 0,45 um GHP AcroPrep filtar plogicu s 96 jazica, kako je to opisano u
Poglavlju 3.8.1. Za ispiranje je koristen 80 %-tni acetonitril u vodi sobne temperature.
Fluorescentno obiljezeni prociS¢eni glikani analizirani su prethodno validiranom
kromatografskom metodom (Poglavlje 4.1.) HILIC-UPLC prema postupku opisanom u
Poglavlju 3.11. U svim kromatogramima su na identican nacin integrirana 24 kromatografska
pika (Slika 17), te su rezultati statisticki obradeni Mann-Whitneyjevim U-testom, kako je

opisano u Poglavlju 3.14.

100,00

B

i /EU
y‘

a0

30

200

E00 10.00 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 26,00
t / min

Slika 17. Reprezentativni kromatogram fluorescentno obiljeZenih glikana IgG-a u uzorku seruma pacijenata koji
boluju od upalne bolesti crijeva. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te
analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u
acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. U kromatogramu su integrirana ukupno 24
kromatografska pika (oznaceni rombom). Vinj = 40 pL, Tigione = 60 °C, Tyoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, Aoy = 428
nm. EU — jedinica emisije

Iz analize su iskljuceni uzorci kontaminirani ostatcima celuloze (vidi Poglavlje 4.3.), a
zatim su Mann-Whitneyjevim U-testom prema dobi medusobno usporedeni pacijenti obaju

spolova koji boluju od Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa i kontrolni ispitanici. Kao

statisticki znaCajna grani¢na vrijednost uzeta je vrijednost p = 0,0033 (korigirana
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Bonferronijevom korekcijom, m = 15, kako je opisano u Poglavlju 3.14.). Ustanovljeno je da
postoji statisticki znacajna razlika u dobi izmedu populacije muskaraca koji boluju od
Crohnove bolesti (C_M) i populacija pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa obaju
spolova (U Z, U M; Slika 18). Budu¢i da su ranija istraZivanja pokazala da se odredeni
glikani mijenjaju s dobi,® a preliminarna analiza je pokazala da postoji razlika u dobnim
skupinama ispitivanih populacija, u sljede¢cem koraku su ulazni podatci proc¢isé¢eni na nacin da
su iz analize iskljuCeni svi ispitanici ¢ija dob je < 27 godina, te ispitanici ¢ija dob je > 80
godina (Slika 18), kako bi se dobile populacije istog raspona godina. Procis¢ene populacije
nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u dobi niti za jednu od 15 mogucih i usporedenih
kombinacija (Tablica 11). Na ovaj nacin je isklju¢ena moguénost da su potencijalne razlike u
glikozilaciji izmedu tri ispitivane populacije zapravo posljedica razlike u godinama. Isto tako,
buduéi da je jedino u populaciji pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa, a koja je ujedno
1 sadrzavala najveci broj ispitanika, bio drugaciji udio zena i muskaraca u odnosu na
populaciju pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i populaciju zdravih ispitanika,
nasumicno je prije analize isklju¢eno 40 muskaraca koji boluju od ulceroznog kolitisa. Time
je dobiven podjednak postotak Zzena u svakoj od tri ispitivane populacije (65,8 % pacijenata
koji boluju od Crohnove bolesti, 61,6 % pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa, te 68,6
% kontrolnih ispitanika, Tablica 12).
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Slika 18. Usporedba dobi zena (Z) i muskaraca (M) unutar svake analizirane populacije (pacijenti koji boluju od
Crohnove bolesti — C, pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa — U, te kontrolni ispitanici — K). Lijevo:
pocetni neproc¢isceni podatci. Sredina: prociS¢eni podatci bez ispitanika ¢ija dob je < 27 godina i > 80 godina,
bez uzoraka onecis¢enih celulozom te korigirani na udio Zena i muskaraca. Desno: konaéni procis¢eni podatci
prije analize glikana 1gG-a; ispitanici obaju spolova su zajedno analizirani. Skupine ispitanika koje se statistic¢ki
znacajno razlikuju po godinama oznacene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,0033

Kako preliminarnom analizom nije ustanovljena statisticki znacajna razlika u dobi izmedu
zena 1 muSkaraca u svakoj od skupina, a omjer broja Zenskih i muskih ispitanika je bio

podjednak u sve tri populacije, ispitanici obaju spolova iz iste populacije su zajedno dalje
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analizirani kao jedna skupina. U konacnici su nakon prociS¢avanja podataka analizirani
glikani od ukupno 471 pacijenta koji boluju od ulceroznog kolitisa, 228 pacijenata koji boluju
od Crohnove bolesti, te 105 kontrolnih zdravih ispitanika (ukupno 804 ispitanika, Tablica 12).

Tablica 11. Usporedba dobi Zena (Z) i muskaraca (M) unutar svake analizirane populacije (pacijenti koji boluju
od Crohnove bolesti — C, pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa — U, te kontrolni ispitanici — K) Mann-
Whitneyjevim U-testom. Prikazane su p vrijednosti prije i nakon proéi§¢avanja podataka, te nakon zajednicke
analize ispitanika obaju spolova nakon pro¢is¢avanja podataka unutar svake populacije. Pogetni uzorci: n (C_Z)
=184, n (C_M) = 104, n (U_Z) =335, n (U_M) = 225, n (K_Z) = 79, n (K_M) = 45. Pro¢iséeni uzorci: n (C_Z)
=150, n (C_M) =78, n (U_Z) =290, n (U_M) =181, n (K_Z) = 72, n (K_M) = 33. Statisti¢ki znatajnim se
smatra p vrijednost < 0,0033 (oznacene podebljano). n. 0. — nije odredeno

Usporedene skupine p, pocetni p, proc¢iséeni

ispitanika podatci podatci
C7,CM 0,1151 0,3889
cCzUZ 0,0854 0,9259
CZUM 0,0046 0,0516
CZ7,KZ 0,7204 0,4410
C Z,KM 0,2010 0,8276
CMUZ 0,0014 0,2838
C_M, UM 0,0003 0,0331
C M,K 7 0,1865 0,7690
C M, KM 0,0252 0,3862
UZUM 0,1714 0,0364
UZKZ 0,0913 0,3701
UZKM 0,6801 0,8405
U MK Z 0,0064 0,0182
UMKM 0,8237 0,3626
K Z,K M 0,1735 0,5169

C,u n. o. 0,1213

C, K n.o. 0,9302

U, K n.o. 0,1638
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Tablica 12. Podatci o broju i dobi ispitanika obaju spolova unutar svake od triju ispitivanih populacija nakon
pro¢i§¢avanja podataka, a prije analize glikana IgG-a. C - pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti, U - pacijenti
koji boluju od ulceroznog kolitisa, K - kontrolni ispitanici

C U K
Ukupan broj ispitanika 228 471 105
Broj zenskih ispitanika 150 290 72
Broj muskih ispitanika 78 181 33
Udio Zenskih ispitanika, % 65,8 61,6 68,6
Udio muskih ispitanika, % 34,2 38,4 31,4
Medijan dobi / god 48 50 47
Raspon dobi (min — maks) / god 28do 79 28do 79 29do 79
Interkvartilni raspon dobi / god 37 do 60 40 do 61 37 do 57
Srednja vrijednost dobi / god 49,13 50,73 48,67
Standardna devijacija dobi / god 14,28 13,50 13,01

4.2.1. Zastupljenost N-glikanskih struktura IgG-a u upalnoj bolesti crijeva

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati glikozilaciju IgG-a u upalnoj bolesti crijeva. U tu svrhu
glikani IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti, pacijenata koji boluju od ulceroznog
kolitisa, te zdravih ispitanika analizirani su tekuc¢inskom kromatografijom temeljenom na
hidrofilnim interakcijama, te nakon proc¢is¢avanja podataka medusobno usporedeni. Udio koji
svaki kromatografski glikanski pik 19G-a zauzima u ukupnom glikomu IgG-a u svakoj od
triju analiziranih populacija prikazan je na Slikama 19 do 21, te je provedena statisti¢ka
analiza kako bi se utvrdilo jesu li vidljive razlike statisticki znacajne. Svaki kromatografski
pik (GP1 do GP24) usporeden je neparametrijskim Mann-Whitneyjevim U-testom izmedu
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i kontrolnih ispitanika, izmedu pacijenata koji
boluju od ulceroznog kolitisa 1 kontrolnih ispitanika, te medusobno izmedu pacijenata koji
boluju od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa. S obzirom da se radi o ukupno (24 + 27) x 3
nulte hipoteze (za svaki od 24 kromatografska pika i 27 deriviranih svojstava po tri nulte
hipoteze: C = K, U = K, te C = U), vrijednost p koja odreduje statisticku znacajnost je s 0,05

korigirana na 0,0003, kako je opisano u Poglavlju 3.14. Osim udjela koji povrsina svakog
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kromatografskog pika zauzima u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramima uzoraka
unutar pojedine populacije pacijenata ili zdravih kontrola prikazani su i udjeli povrSine
svakog pika u kromatogramima standarda koji su obradeni kao i analizirani uzorci, te daju
informaciju o varijabilnosti same metode priprave N-glikana 1gG-a, od izolacije 19gG-a iz
seruma do analize metodom HILIC-UPLC.

Rezultati su pokazali da je udio negalaktoziliranih glikanskih struktura FA1 (GP1), A2B
(GP3), FA2 (GP4), te FA2B (GP6) statisticki znacajno veé¢i u Crohnovoj bolesti nego u
zdravim kontrolnim ispitanicima, a udio glikanske strukture FA1 (GP1) i u pacijenata koji
boluju od ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave ispitanike (Slika 19, Tablica 13). Glikanske
strukture A2B (GP3), FA2 (GP4), M5 (GP5), te FA2B (GP6) su pokazale statisticki znac¢ajno
veci udio u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na glikom
IgG-a pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa. Na Slici 19 je vidljivo da strukture A2B
(GP3), FA2 (GP4) i FA2B (GP6) isto tako imaju i veéu zastupljenost u glikomu IgG-a
pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa u odnosu na glikom IgG-a zdravih kontrolnih
ispitanika, iako se ove promjene nisu pokazale statisticki znacajnima (pgps = 0,0111, pgps =
0,0012, peps = 0,0011).

Nasuprot tome, fukozilirane digalaktozilirane strukture FA2G2 (GP14) i FA2BG2 (GP15)
imaju statisticki znac¢ajno manji udio u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove
bolesti, u odnosu na glikom IgG-a zdravih ispitanika, a struktura FA2[3]G1 (GP9) statisticki
znacajno manji udio u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa u odnosu
na glikom 1gG-a zdravih ispitanika. Fukozilirana monogalaktozilirana struktura FA2[6]G1
(GP8) je manje zastupljena u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u
odnosu na zdrave ispitanike, ali se ova razlika nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (Pgps =
0,0006). lako su strukture FA2[6]G1 (GP8), FA2G2 (GP14) i FA2BG2 (GP15) manje
zastupljene i u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa u odnosu na
zdrave ispitanike, ova razlika se nije pokazala statisticki znacajnom (pgps = 0,0179, pep1s =
0,0024, pep1s = 0,0827, Slika 20, Tablica 13). Sli¢no tome, struktura FA2[3]G1 (GP9) se nije
pokazala statisticki znacajno manje zastupljenom u pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti
u odnosu na zdrave ispitanike (pcpg = 0,0012), iako njezin udio jest manji. Obje fukozilirane
digalaktozilirane strukture FA2G2 (GP14) i FA2BG2 (GP15) su statisticki zna¢ajno manje
zastupljene u glikomu 1lgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u usporedbi s

glikomom IgG-a pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa. Fukozilirana
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monogalaktozilirana struktura s ra¢vaju¢im GlcNAc-om, FA2[3]1BG1 (GP11) je statisticki
znacajno zastupljenija u glikomu lgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu

na glikom IgG-a pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa (psp11 < 0,0001).
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Slika 19. Usporedba udjela povrsine kromatografskih pikova glikana (GP1 do GP8) IgG-a u ukupnoj povrsini
svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. Skupine ispitanika koje se medusobno statisti¢ki znacajno
razlikuju po udjelu povrSine svakog od kromatografskih pikova oznacene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-
test, p < 0,0003. C - pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog
kolitisa, n = 471; K - kontrolni ispitanici, n = 105. Prikazana je i varijacija udjela povrsine pojedinih
kromatografskih pikova u kromatogramima standarda (S) koji su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n =
36), po tri standarda na svakoj od 12 plo¢ica uzoraka

Fukozilirane monosijalinizirane glikoforme bez i s ra¢vaju¢im GIcNAc-om, FA2G2S1
(GP18) i FA2BG2S1 (GP19), kao i fukozilirane galaktozilirane forme (GP14 i GP15), imaju
statisticki znacajno (pepis < 0,0001) i grani¢no statisticki znac¢ajno (pgpig = 0,0003) maniji
udio u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na glikom IgG-a

zdravih ispitanika, te isto tako statisticki znac¢ajno manju zastupljenost kod pacijenata koji
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boluju od Crohnove bolesti u usporedbi s pacijentima koji boluju od ulceroznog kolitisa
(Pep1s < 0,0001, pepig < 0,0001; Slika 21, Tablica 13).
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Slika 20. Usporedba udjela povrsine kromatografskih pikova glikana (GP9 do GP16) IgG-a u ukupnoj povrSini
svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. Skupine ispitanika koje se medusobno statisti¢ki znacajno
razlikuju po udjelu povrSine svakog od kromatografskih pikova oznacene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-
test, p < 0,0003. C - pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog
kolitisa, n = 471; K - kontrolni ispitanici, n = 105. Prikazana je i varijacija udjela povrSine pojedinih
kromatografskih pikova u kromatogramima standarda (S) koji su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n =
36), po tri standarda na svakoj od 12 plo¢ica uzoraka

Disijalinizirane glikoforme bez i s ra¢vaju¢im GIlcNAc-om, A2G2S2 (GP21) i A2BG2S2
(GP22) su statisticki znacajno zastupljenije u glikomu IgG-a pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti u odnosu na glikom IgG-a zdravih ispitanika (pep21 < 0,0001, pgpze <
0,0001; Slika 21, Tablica 13), a glikoforma A2G2S2 (GP21) je statisticki znacajno
zastupljenija i u glikomu 1gG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na
pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa (pep21 < 0,0001). Nasuprot tome, disijalinizirane
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glikoforme s racvajuéim GlcNAc-om i to bez i sa srznom fukozom, A2BG2S2 (GP22) i
FA2BG2S2 (GP24), su statisticki znacajno zastupljenije u glikomu IgG-a pacijenata koji
boluju od ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave ispitanike (pgp22 < 0,0001, pgp24 < 0,0001;
Slika 21, Tablica 13). Uocena je i statisticki znaCajno veca zastupljenost fukozilirane
disijalinizirane glikoforme FA2G2S2 (GP23) u glikomu lgG-a pacijenata koji boluju od

ulceroznog kolitisa u odnosu na glikom pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti (pep2s =
0,0001; Slika 21, Tablica 13).
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Slika 21. Usporedba udjela povrsine kromatografskih pikova glikana (GP17 do GP24) IgG-a u ukupnoj povrsini
svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. Skupine ispitanika koje se medusobno statisticki znacajno
razlikuju po udjelu povrsine svakog od kromatografskih pikova oznacene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-
test, p < 0,0003. # - grani¢na vrijednost statistiCke zna¢ajnosti, p = 0,0003. C - pacijenti koji boluju od Crohnove
bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa, n = 471; K - kontrolni ispitanici, n = 105.
Prikazana je i varijacija udjela povrSine pojedinih kromatografskih pikova u kromatogramima standarda (S) koji
su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n = 36), po tri standarda na svakoj od 12 plo¢ica uzoraka
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Tablica 13. Usporedba medijana udjela povrsine koju zauzima svaki kromatografski pik glikana (GP1 do GP24)
1gG-a u ukupnoj povrsini svih pikova izmedu pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i kontrolnih ispitanika
(C 1K), izmedu pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa i kontrolnih ispitanika (U i K), te izmedu pacijenata
koji boluju od Crohnove bolesti i pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa (C i U) Mann-Whitneyjevim U-
testom. Prikazane su p vrijednosti. Statisti¢ki zna¢ajnim se smatra p vrijednost < 0,0003 (oznaéene podebljano).
Grani¢na vrijednost statisti¢ke znacajnosti, p = 0,0003, oznacena je kosim slovima. n (C) = 228, n (U) =471, n

(K) =105

Kromatografski pik CiK UiK CiuU
GP1 < 0,0001 < 0,0001 0,0075
GP2 0,0092 0,0189 0,5656
GP3 <0,0001 0,0111 0,0001
GP4 <0,0001 0,0012 <0,0001
GP5 0,1202 0,0807 <0,0001
GP6 <0,0001 0,0011 <0,0001
GP7 0,5652 0,1537 0,3123
GP8 0,0006 0,0179 0,0316
GP9 0,0012 <0,0001 0,0237
GP10 0,4024 0,5525 0,0694
GP11 0,1968 0,1035 <0,0001
GP12 0,0780 0,6003 0,0021
GP13 0,0177 0,9122 0,0011
GP14 <0,0001 0,0024 <0,0001
GP15 <0,0001 0,0827 <0,0001
GP16 0,9234 0,2121 0,0679
GP17 0,0505 0,0299 0,5698
GP18 <0,0001 0,0354 <0,0001
GP19 0,0003 0,6569 <0,0001
GP20 0,1657 0,4163 0,0135
GP21 <0,0001 0,0873 <0,0001
GP22 <0,0001 <0,0001 0,7635
GP23 0,7758 0,0430 0,0001
GP24 0,0025 <0,0001 0,0580

Vazno je naglasiti da je varijacija udjela disijaliniziranih glikanskih pikova GP21 do GP24

u kromatogramima standarda gotovo na razini varijacije barem kod jedne od ispitivanih

populacija (Slika 21), $to znaci da uo¢ene razlike u zastupljenosti navedenih kromatografskih
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pikova mozda nisu rezultat stvarnih razlika izmedu glikoma 1gG-a pacijenata i zdravih
ispitanika, nego rezultat povecane varijacije koju unosi sama metoda (vidi Poglavlje 4.3.

Nedostatci metode).

4.2.2. Zastupljenost skupina strukturno sli¢nih N-glikana 1gG-a u upalnoj bolesti crijeva

Kako bi se analizirala glikozilacija 1gG-a u upalnoj bolesti crijeva ne samo na razini
pojedina¢nih kromatografskih pikova, nego na razini strukturno sli¢nih glikanskih skupina,
izraCunato je ukupno 27 deriviranih parametara, odnosno udjela povrSine koju odredeni
glikani sli¢ne strukture zauzimaju u ukupnom glikomu 1gG-a, prema formulama navedenim u
Poglavlju 3.11.1. Kao i za pojedinac¢ne kromatografske pikove provedena je statisticka analiza
kako bi se utvrdilo postoje li statisti¢ki znacajne razlike u zastupljenosti pojedinih parametara
izmedu pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i zdravih ispitanika, pacijenata koji boluju
od ulceroznog kolitisa i zdravih ispitanika, te pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i
pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa. Proveden je Mann-Whitneyjev U-test s
vrijednos¢u p korigiranom na 0,0003, s obzirom da se radi o ukupno (24 + 27) x 3 nulte
hipoteze (za svaki od 24 kromatografska pika i svaki od 27 deriviranih parametara po tri nulte
hipoteze: C = K, U = K, te C = U), kako je opisano u Poglavlju 3.14.

Rezultati su pokazali da su negalaktozilirane glikoforme statisti¢ki znac¢ajno zastupljenije
kod pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na zdrave ispitanike, i u odnosu na
pacijente koji boluju od ulceronzog kolitisa (p < 0,0001 u oba slu¢aja, Tablica 14). lako je
uocena zastupljenija koli¢ina negalaktoziliranih glikoformi IgG-a i kod pacijenata koji boluju
od ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave ispitanike, ova razlika se nije pokazala statisticki
zna¢ajnom (p = 0,0005, Tablica 14). Suprotno od toga, sve galaktozilirane glikoforme su
statisti¢ki znacajno manje zastupljene u IgG-u pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti ili
ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave ispitanike, te u IgG-u pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti u odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa (p < 0,0001 u sva
tri slucaja, Tablica 14). Zanimljivo je da pacijenti koji boluju od upalne bolesti crijeva imaju
statistiCki znacajno smanjenu razinu monogalaktoziliranih glikoformi u odnosu na zdrave
ispitanike, dok se zastupljenost monogalaktoziliranih formi ne razlikuje u 1gG-u pacijenata
koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa. Ova
dva oblika bolesti se medusobno statisticki znacajno razlikuju po zastupljenosti

digalaktoziliranih glikoformi, koja je znatno niza kod pacijenata koji boluju od Crohnove
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bolesti u odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa. S obzirom na navedeno, bilo
je za ocekivati da ¢e se omjer negalaktoziliranih (GO0) i galaktoziliranih (G) glikoformi IgG-a
razlikovati kod pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva i kontrolnih zdravih ispitanika,
Sto su rezultati i potvrdili, te je uoCen statisti¢ki znacajno poveéan omjer GO/G kod pacijenata
koji boluju od Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave kontrolne
ispitanike, te isto tako povecan omjer GO/G kod pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u

odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa (Slika 22, Tablica 14).
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Slika 22. Usporedba udjela povrsine pikova negalaktoziliranih i galaktoziliranih glikana 1gG-a u ukupnoj
povrsini svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. GO — negalaktozilirane strukture, G — sve
galaktozilirane strukture, G1 — monogalaktozilirane strukture, G2 — digalaktozilirane strukture. Skupine
ispitanika koje se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju po udjelu povrsine svakog deriviranog parametra
oznacdene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,0003. # - grani¢na vrijednost statisticke znacajnosti, p
=0,0003. C - pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa,
n = 471; K - kontrolni ispitanici, n = 105. Prikazana je i varijacija udjela povr$ine svakog deriviranog parametra
u kromatogramima standarda (S) koji su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n = 36), po tri standarda na
svakoj od 12 plocica uzoraka
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Razina svih fukoziliranih glikoformi nije se pokazala znacajno razli¢itom niti u jednoj
skupini pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva u odnosu na zdrave ispitanike, dok
fukozilirane negalaktozilirane glikoforme s i bez radvajuéeg GlcNAc-a (FGO™@®), te bez
ra¢vajuceg GIcNAc-a (FGO) prate isti trend kao u slucaju analize negalaktoziliranih
glikoformi (GO) — statisticki su znacajno zastupljenije u IgG-u pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti u odnosu na zdrave ispitanike, te u odnosu na pacijente koji boluju od
ulceroznog kolitisa. Razlog tome lezi u Cinjenici da je najzastupljenija negalaktozilirana
glikoforma (kromatografski pik GP4), ujedno i fukozilirana (glikanska struktura FA2). Sli¢na
situacija je i s fukoziliranim galaktoziliranim glikoformama (FG'®, FG), koje takoder prate
trend svih galaktoziliranih struktura koje su statisti¢ki znacajno manje zastupljene u IgG-u
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa u odnosu na zdrave
ispitanike, te u IgG-u pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na pacijente koji
boluju od ulceroznog kolitisa.

Fukozilirane monogalaktozilirane glikoforme (FG1®, FG1) su podjednako zastupljene u
IgG-u obje skupine pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva, te statisti¢ki znacajno
manje zastupljene u odnosu na zdrave ispitanike, dok su fukozilirane digalaktozilirane
glikoforme s i bez radvajuéeg GlcNAc-a (FG2"®), statisticki znadajno manje zastupljene u
IgG-u pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na one koji boluju od ulceroznog
kolitisa, te u odnosu na zdrave ispitanike. Za razliku od omjera GO/G koji se statisticki
znacajno razlikuje izmedu svih triju skupina ispitanika, omjer fukoziliranih negalaktoziliranih
i fukoziliranih digalaktoziliranih glikoformi (FGO™™®/FG2"®) se statisticki znacajno razlikuje
izmedu IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i zdravih ispitanika, odnosno
pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa, ali ne i izmedu 1gG-a pacijenata koji boluju od

ulceroznog kolitisa te zdravih ispitanika (Slika 23).
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Slika 23. Usporedba udjela povrsine pikova fukoziliranih negalaktoziliranih i galaktoziliranih glikana 19G-a s i
bez rac¢vajuc¢eg GIcNAc-a u ukupnoj povrsini svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. Skupine
ispitanika koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju po udjelu povrsine svakog deriviranog parametra
oznalene su zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,0003. F — fukozilirane strukture, GO -
negalaktozilirane strukture, G — sve galaktozilirane strukture, G1 — monogalaktozilirane strukture, G2 —
digalaktozilirane strukture, ® — strukture s i bez radvajuéeg GlcNAc-a, B — samo strukture s radvajuéim
GIcNAc-om. C - pacijenti koji boluju od Crohnove bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog
kolitisa, n = 471; K - kontrolni ispitanici, n = 105. Prikazana je i varijacija udjela povrSine svakog deriviranog
parametra u kromatogramima standarda (S) koji su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n = 36), po tri
standarda na svakoj od 12 plocica uzoraka
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Rezultati su pokazali da je ra¢vajuci GlcNAc opcenito zastupljeniji u glikoformama 1gG-a
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na 1gG pacijenata koji boluju od
ulceroznog kolitisa te u odnosu na IgG zdravih ispitanika. Medutim, ove razlike se nisu
pokazale statisti¢ki zna¢ajnima (pc ik = 0,0008, pyik = 0,0282, pciu = 0,0215). Usporedbom
pojedinacnih skupina koje sadrze ra¢vajué¢i GlcNAc, npr. svih fukoziliranih galaktoziliranih
glikoformi  (FBG), fukoziliranin monogalaktoziliranin glikoformi (FBG1), te svih
fukoziliranih sijaliniziranih glikoformi (FBS) u 1gG-u pacijenata koji boluju od upalne bolesti
crijeva i zdravih ispitanika, jedino je u sluc¢aju FBS glikoformi uocena statisticki zna¢ajno
manja zastupljenost kod pacijenata koji boluju od Chronove bolesti u odnosu na pacijente koji
boluju od ulceroznog kolitisa. Za ostale glikoforme (FBG i FBG1) ne uocava se odredeni
trend manje ili veée zastupljenosti u nekoj od ispitivanih skupina (Slike 23 i 24, Tablica 14).

Analizom sijaliniziranih glikoformi 1gG-a ustanovljeno je da su ukupne sijalinizirane
glikoforme IgG-a statisticki znacajno manje zastupljene kod pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti u odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa. Daljnjom analizom
monosijaliniziranih 1 disijaliniziranih glikoformi uoceno je da se disijalinizirane glikoforme
iako nesto zastupljenije u IgG-u pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva u odnosu na
zdrave ispitanike, statisticki znaCajno ne razlikuju usporedbom bilo koje dvije skupine
ispitanika. Nasuprot tome, sve monosijalinizirane glikoforme 1gG-a su statisti¢ki znacajno
manje zastupljene u 1gG-u pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti u odnosu na IgG
zdravih kontrolnih ispitanika, te isto tako i u odnosu na IgG pacijenata koji boluju od
ulceroznog kolitisa. Isti trend uocen je i za sve fukozilirane sijalinizirane glikoforme i
fukozilirane monosijalinizirane glikoforme s i bez radvajuéeg GleNAc-a (FS™, FS1°%, te
za fukozilirane sijalinizirane i fukozilirane monosijalinizirane glikoforme bez rafvajuceg
GIcNAc-a (FS, FS1) (Slika 24, Tablica 14).

Budu¢i da se samo galaktozilirani glikani mogu sijalinizirati, usporeden je omjer
galaktoziliranih i sijaliniziranih glikana (G/S) u sve tri populacije ispitanika, kako bi se
utvrdilo postoji li razlika u zastupljenosti galaktoziliranih nesijaliniziranih i galaktoziliranih
sijaliniziranih glikoformi. Nije uocCena statisticki znacajna razlika u omjeru galaktoziliranih
nesijaliniziranih i galaktoziliranih sijaliniziranih glikoformi izmedu bilo koje dvije ispitivane

populacije (Slika 24, Tablica 14).
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Slika 24. Usporedba udjela povrsine pikova fukoziliranih i nefukoziliranih sijaliniziranih glikani 1gG-a s i bez
rac¢vajuceg GICNAc-a u ukupnoj povrsini svih pikova izmedu pojedinih skupina ispitanika. Skupine ispitanika
koje se medusobno statisticki znacajno razlikuju po udjelu povrsine svakog deriviranog parametra oznacene su
zvjezdicom. Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,0003. F — fukozilirane strukture, S — sve sijalinizirane strukture, S1
— monosijalinzirane strukture, S2 — disijalinizirane strukture, " — strukture s i bez ra¢vajuceg GlcNAc-a, B —
samo strukture s ra¢vaju¢im GlcNAc-om, G — sve galaktozilirane nesijalinizirane strukture. C - pacijenti koji
boluju od Crohnove bolesti, n = 228; U - pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa, n = 471; K - kontrolni
ispitanici, n = 105. Prikazana je i varijacija udjela povrSine svakog deriviranog parametra U kromatogramima

standarda (S) koji su pripravljeni iz plazme zajedno s uzorcima (n = 36), po tri standarda na svakoj od 12 plo¢ica
uzoraka
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Tablica 14. Usporedba medijana udjela povrSine pikova pojedinih deriviranih parametara 1gG-a u ukupnoj
povrsini svih pikova izmedu pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i kontrolnih ispitanika (C i K), izmedu
pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa i kontrolnih ispitanika (U i K), te izmedu pacijenata koji boluju od
Crohnove bolesti i pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa (C i U) Mann-Whitneyjevim U-testom.
Prikazane su p vrijednosti. Statisticki znadajnim se smatra p vrijednost < 0,0003 (oznaéene podebljano).
Grani¢na vrijednost statisti¢ke znacajnosti, p = 0,0003, ozna¢ena je kosim slovima. Opis deriviranih parametara
naveden je u Tablici 6. n (C) =228, n (U) =471, n (K) = 105

Derivirani parametar CiK UiK CiuU
GO <0,0001 0,0005 <0,0001
G <0,0001 <0,0001 <0,0001
Gl <0,0001 <0,0001 0,6338
G2 0,0003 0,4724 <0,0001
F 0,0133 0,0513 0,2081
B 0,0008 0,0282 0,0215
S 0,002 0,6611 <0,0001
S1 <0,0001 0,0721 <0,0001
S2 0,0028 0,0006 0,8913
FGO™™ <0,0001 0,0006 <0,0001
FGO <0,0001 0,0012 <0,0001
FG1™@ <0,0001 <0,0001 0,6042
FG1 <0,0001 <0,0001 0,779
FBG1 0,3888 0,4012 0,0263
FG2© <0,0001 0,0031 <0,0001
FG© <0,0001 <0,0001 <0,0001
FG <0,0001 <0,0001 <0,0001
FBG 0,5237 0,2238 0,5728
FS1©® <0,0001 0,0463 <0,0001
FS1 <0,0001 0,033 <0,0001
Fs2© 0,2117 0,0009 0,0026
FSoe! <0,0001 0,3806 <0,0001
FS <0,0001 0,0908 <0,0001
FBS 0,9976 0,0053 0,0002
GO/G <0,0001 0,0001 <0,0001
FG0"™™ / FG2"* <0,0001 0,0012 <0,0001
G/S 0,3196 0,0116 0,0367
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4.3. Nedostatci metode koristene za pripravu glikana 19gG-a za analizu kod

upalne bolesti crijeva

Prilikom analize fluorescentno obiljezenih glikana IgG-a kod upalne bolesti crijeva uoceni su
odredeni problemi koji se nisu pojavljivali prilikom analize manjeg broja uzoraka upotrebom
iste metode deglikozilacije, obiljezavanja fluorescentnom bojom i prociS¢avanja obiljezenih
glikana. Primjerice, u nekim kromatogramima povremeno su uoc¢eni pikovi koji su pripisani
kontaminaciji fluorescentno obiljeZenim ostatcima celuloze koja je koriStena kao ¢vrsta faza
prilikom procis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana (Slika 25). Buduc¢i da se navedeni
pikovi pojavljuju periodi¢no, vrlo vjerojatno se protezu i kroz ostatak kromatograma te
povisuju intenzitet pojedinih pikova, i tako utje¢u na kona¢ni rezultat kvantifikacije pojedinih

glikanskih struktura.
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Slika 25. Kromatogram uzorka kontaminiranog fluorescentno obiljeZenim ostatcima celuloze. Uzorak je
pripravljen u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analiziran uz linearni gradijent od 25 do 38 %
volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min tijekom 25
minuta. Vi = 40 pL, Tigione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, dex = 250 NM, Aer = 428 nm. EU — jedinica emisije

U pojedinim kromatogramima su pikovi spojeva koji rano i/ili kasno eluiraju s kolone bili
izrazito mali, ¢ak i u slucaju uzoraka relativno visokih intenziteta ostalih pikova. S obzirom
da se u slucaju ,,gubitka® zadnjih pikova radi o sijaliniziranim glikanima (ponajvise GP23 i
GP24, Slika 10 i 26), za koje je poznato da su osjetljivi na promjenu eksperimentalnih uvjeta
kao Sto su pH80 i temperatura,”” pri emu se sijalinska kiselina odcjepljuje s glikana,

pretpostavljeno je da tako mali pikovi sijaliniziranih glikoformi najvjerojatnije nisu odraz
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njihove varijacije u analiziranoj populaciji, nego su rezultat malih varijacija u koristenoj

metodi priprave glikana.

//EU
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t f min

Slika 26. Nedostatak i slaba zastupljenost glikoformi koje rano i kasno eluiraju s kolone tijekom kromatografske
analize (oznaceno pravokutnikom). Uzorak je pripravljen u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te
analiziran uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u
acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL mint tijekom 25 minuta. Viy = 40 pL, Tyoione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex = 250
nm, Aem = 428 nm. EU — jedinica emisije

Budu¢i da se deglikozilacija i fluorescentno obiljeZzavanje slobodnih glikana IgG-a odvijaju
jedno iza drugog, te je prociS€avanje glikana nakon njihovog fluorescentnog obiljezavanja
prvi korak u metodi priprave gdje se 2-AB obiljezeni glikani ispiru od suviska reagensa, taj se
korak nametnuo kao najvjerojatniji za gore navedeni gubitak glikana. U kojoj mjeri dolazi do
gubitka glikana u svakom od koraka ispiranja suviSka reagensa prilikom njihova
proc¢is¢avanja na celulozi uz 80 %-tni acetonitril u vodi ispitano je na nacin da su skupljeni i
analiziranai pojedini ispirci. Nakon suSenja u vakuum centrifugi, svakom uzorku je uz
mijesanje dodano 200 pL ultra ¢iste vode, nakon ¢ega su uzorci analizirani metodom HILIC-
UPLC kako je to opisano u Poglavlju 3.11. Za analizu je koriStena stara kolona buduéi da su
uzorci sadrzavali suviSak svih reagensa koriStenih u prethodnim postupcima deglikozilacije i
fluorescentnog obiljezavanja glikana, proteinski ostatak IgG-a, te neobiljezene glikane, dakle
sve ono Cega se prije uobic¢ajene kromatografske analize postupkom prociS¢avanja Zelimo
rijesiti. S obzirom na navedeno, naglasak nije na simetri¢nosti pikova i njihovom kvalitetnom
razdvajanju nego na njihovoj zastupljenosti u pojedinim frakcijama ispiranja. Rezultati su

pokazali ne samo znacajan gubitak fluorescentno obiljezenih glikana u svakom od ispiranja,
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nego je taj gubitak neravnomjeran, te se u prvih nekoliko ispiranja gube uglavnom neutralni
glikani, a u kasnijim ispiranjima i sijalinizirani glikani (Slika 27).

Navedeni nedostatci koriStene metode za pripravu glikana IgG-a za analizu teku¢inskom
kromatografijom umanjuju njezinu mo¢ razlu¢ivanja manjih bioloskih razlika medu
Ispitivanim uzorcima, te omogucavaju pracenje samo izrazitijih promjena u glikanskom
profilu, koje su vece od varijacije koju unosi sama metoda. U svrhu dobivanja pouzdanijih
rezultata, potrebno je prema tome razviti bolju metodu koja ¢e biti robusnija i omoguditi
detekciju manjih promjena u glikanskom profilu. Ostatak istrazivanja u sklopu ove doktorske
disertacije se stoga bavi razvojem, optimizacijom i validacijom ucinkovitije metode priprave

glikana za analizu teku¢inskom kromatografijom, koja ¢e se u buducnosti Koristiti za analizu

uzoraka.
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Slika 27. Gubitak fluorescentno obiljezenih glikana u pojedinim koracima ispiranja (I1-17) prilikom njihova
pro¢iséavanja na celulozi (0,1 mg mL™) uz 80 %-tni acetonitril u vodi. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tyolone =
60 °C, Tyzoraka = 5 °C, dex = 250 nm, Aery = 428 nm. EU — jedinica emisije
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4.4. Robusnost metode koriStene za pripravu glikana 1gG-a za analizu kod
upalne bolesti crijeva

S obzirom na prethodno navedene nedostatke metode priprave glikana 1gG-a za analizu
teku¢inskom kromatografijom, zeljelo se ispitati koliko je zaista robusna koriStena metoda,
odnosno koji eksperimentalni faktori najvise utjecCu na konac¢ni rezultat. U tu svrhu ispitan je
utjecaj 7 parametara u ukupno 16 reakcija (svaka provedena pet puta) upotrebom Plackett-
Burmanovog dizajna eksperimenta, kako je opisano u Poglavlju 3.9.1., a ranije su opisali
Novokmet i suradnici.”® Ovakav dizajn eksperimenta se koristi radi identifikacije parametara
analize koji imaju najveéi utjecaj na rezultate u samo jednom eksperimentu. Treba medutim
voditi racuna o tome da pojedini utjecaji mogu biti kombinacija viSe ispitanih parametara, te
isto tako i parametara koji nisu direktno uzeti u obzir. Stoga se ovakav eksperiment koristi
kao indikacija potencijalnih kriti¢nih koraka metode. Utjecaj svakog od parametara
procijenjen je za najzastupljenije kromatografske pikove razli¢itog stupnja sloZzenosti (vidi
Sliku 10): GP4, GP8, GP14, GP18 i GP24 prema jednadzbi (1).
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Slika 28. Utjecaj pojedinog parametra (U,) na povrsinu pikova GP4, GP8, GP14, GP18 i GP24 odreden
Plackett-Burmanovim dizajnom eksperimenta za testiranje robusnosti metode koriStene za pro¢i§¢avanje glikana
1gG-a na celulozi uz 80 %-tni acetonitril. U ukupno 16 reakcija (svaka provedena pet puta) testirani su sljedeci
parametri: PO1 — vrijeme inkubacije sa SDS-om pri 65 °C, min; P02 — vrijeme hladenja uzoraka na sobnoj
temperaturi nakon inkubacije sa SDS-om, min; P03 — vrijeme inkubacije s igepalom CA-630, min; P04 —
koli¢ina dodane PNGaze F, mU; P05 — vrijeme reakcije obiljezavanja slobodnih glikana s 2-AB, h; P06 —
temperatura acetonitrila koristenog za pro¢i§¢avanje obiljezenih glikana, °C; P07 — vrijeme inkubacije s vodom u
pojedinom koraku eluiranja glikana s celuloze, min. Statisticki znacajan utjecaj na povrsinu pikova GP4 i GP24
imaju parametri uokvireni punom linijom, a statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na povrSinu GP24 ima parametar
uokviren iscrtkanom linijom — Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,05
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Pozitivan utjecaj oznaCava povecanje povrSine pika pri vecoj vrijednosti ispitivanog
parametra, i obratno — negativan utjecaj oznaCava povecanje povrSine pika pri nizoj
vrijednosti ispitivanog parametra. Opc¢enito povrsinu pikova, tj. njihov intenzitet povecava
produljeno vrijeme hladenja uzoraka nakon denaturacije sa SDS-om, dulja inkubacija s
igepalom CA-630, veca koli¢ina dodanog enzima, te vrijeme reakcije obiljezavanja glikana
fluorescentnom bojom. Izrazito negativan utjecaj na povrSinu navedenih pikova ima
temperatura 80 %-tnog acetonitrila koriStenog prilikom prociS¢avanja fluorescentno
obiljezenih glikana na celulozi, §to zna¢i da se veéi intenziteti pikova postizu upotrebom
acetonitrila ohladenog na 4 °C. Primjenom Mann-Whitneyjeva U-testa za parametre Kkoji
imaju najveci utjecaj na GP4 (neutralni glikan) i GP24 (negativno nabijeni glikan) statisticki
znacajnim su se pokazali P04 (koli¢ina dodane PNGaze F, pgps = 0,001, pcp24 = 0,010) i PO6
(temperatura acetonitrila koristenog za procis¢avanje obiljezenih glikana, pgps < 0,001, pepa2a
= 0,002), dok je P05 (vrijeme reakcije obiljezavanja slobodnih glikana s 2-AB) statisticki
znacajan samo za GP24 (pgps = 0,089, pgp2s = 0,018).

Osim utjecaja pojedinih parametara na povrsinu pikova, na isti na¢in je ispitan i njihov
utjecaj na koeficijent varijacije udjela povrSine pojedinih pikova u ukupnoj povrsini svih
pikova u kromatogramu (Slika 29). Pri tom takoder vrijedi da pozitivan utjecaj oznacava
poveéanje koeficijenta varijacije pri viSoj vrijednosti ispitivanog parametra, i obratno —
negativan utjecaj oznacava povecanje koeficijenta varijacije pri nizoj vrijednosti ispitivanog
parametra. Rezultate je u ovom slu€aju teze interpretirati s obzirom da neki pikovi standardno
imaju manju, odnosno vecu varijabilnost. Primjerice, veliki pikovi imaju relativno nizak
koeficijent varijacije, ¢ak 1 ako im se udio u ukupnom kromatogramu promijeni za par
postotaka, te je utjecaj pojedinog parametra na CV teze uociti u slu¢aju npr. GP4, GP8, GP14.
promjene u eksperimentalnim uvjetima, te je utjecaj pojedinih parametara izrazeniji u sluc¢aju
npr. GP18 i GP24 (Slika 29). Vidljivo je da velik pozitivan utjecaj na CV GP18 ima vrijeme
inkubacije sa SDS-om, $to zna¢i da s duljim vremenom denaturacije raste CV, te je za
reproducibilnost rezultata povoljnija krac¢a inkubacija sa SDS-om (10 minuta). Isto tako,
izrazen pozitivan utjecaj za svih pet ispitanih glikana ima i vrijeme reakcije obiljezavanja
slobodnih glikana 2-AB-om, $to zna¢i da su CV-ovi ve¢i kad se glikani obiljezavaju
fluorescentnom bojom 3 h umjesto 2 h. lzrazit negativan utjecaj na svih pet glikana ima

vrijeme inkubacije s igepalom CA-630, sto znaci da su CV-ovi veci u slucaju krace inkubacije
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(5 minuta). Temperatura acetonitrila koriStenog za proc¢is¢avanje obiljezenih glikana i vrijeme
inkubacije s vodom prilikom eluiranja glikana s celuloze imaju izrazito negativan utjecaj na
GP18 i GP24, §to upucuje na to da acetonitril ohladen na 4 °C i inkubacija 5 minuta s vodom
prilikom ecluiranja glikana povecavaju CV udjela povrSine navedenih pikova u ukupnoj
povrsini svih pikova u kromatogramu. Zanimljivo je da su se primjenom Mann-Whitneyjeva
U-testa za po tri parametra koji imaju najveéi utjecaj na CV povrsine pikova GP4 (neutralni
glikan), te GP18 i GP24 (negativno nabijeni glikani) statisti¢ki znac¢ajnim pokazali samo P04
(koli¢ina dodane PNGaze F), i to grani¢no za GP18 (pgp1s = 0,050), te P05 (vrijeme reakcije
obiljezavanja slobodnih glikana s 2-AB) za GP4 (pgps = 0,007).
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Slika 29. Utjecaj pojedinog parametra (Up) na koeficijent varijacije udjela povrsine pikova GP4, GP8, GP14,
GP18 i GP24 u ukupnoj povrsini svih pikova, odreden Plackett-Burmanovim dizajnom eksperimenta za
testiranje robusnosti metode koriStene za procis¢avanje glikana IgG-a na celulozi uz 80 %-tni acetonitril. U
ukupno 16 reakcija (svaka provedena pet puta) testirani su sljedec¢i parametri: PO1 — vrijeme inkubacije sa SDS-
om pri 65 °C, min; P02 — vrijeme hladenja uzoraka na sobnoj temperaturi nakon inkubacije sa SDS-om, min;
P03 — vrijeme inkubacije s igepalom CA-630, min; P04 — koli¢ina dodane PNGaze F, mU; P05 — vrijeme
reakcije obiljezavanja slobodnih glikana s 2-AB, h; P06 — temperatura acetonitrila kori$tenog za proé¢i§¢avanje
obiljezenih glikana, °C; P07 — vrijeme inkubacije s vodom u pojedinom koraku eluiranja glikana s celuloze, min.
Statisti¢ki znacajan utjecaj na CV udjela povrsine pika GP4 ima parametar uokviren punom linijom, a statisti¢ki
znaCajan utjecaj na CV udjela povrSine pika GP18 ima parametar uokviren iscrtkanom linijom — Mann-
Whitneyjev U-test, p < 0,05

Na temelju dobivenih rezultata u sljede¢im eksperimentima koriStene su sljedece
vrijednosti ispitanih parametara:

- Vrijeme inkubacije sa SDS-om pri 65 °C: 10 min
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- Vrijeme hladenja na sobnoj temperaturi nakon inkubacije sa SDS-om: 30 min

- Vrijeme inkubacije s igepalom CA-630: 15 min

- Koli¢ina dodane PNGaze F (Prozyme): 1,25 mU

- Vrijeme reakcije obiljezavanja slobodnih glikana s 2-AB: 2 h

- Temperatura acetonitrila koristenog za proc¢is¢avanje obiljeZenih glikana: 4 °C

Vrijeme inkubacije s vodom u koracima eluiranja glikana s celuloze ispitano je u

posebnom eksperimentu, kako je opisano u Poglavlju 3.9.1.1, te pri optimiranim gore
navedenim uvjetima. Inkubacijom s vodom od 15 minuta postignuti su nesto veéi intenziteti
pikova (59 + 18 EU, n = 8), u usporedbi s inkubacijom od 5 minuta (50 + 22 EU, n = 8), te
nizi koeficijenti varijacije (Tablica 15). U daljnjim eksperimentima su svi uzorci inkubirani s
vodom po 15 minuta prilikom eluiranja fluorescentno obiljeZzenih glikana sa ¢vrste faze u

postupku njihova procis¢avanja prije kromatografske analize.

Tablica 15. Utjecaj vremena inkubacije s vodom prilikom eluiranja fluorescentno obiljezenih glikana 1gG-a s
celuloze, 0,1 g mL™ (5 i 15 minuta). Naveden je broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom
varijacije (CV).n=8

CV /% Inkubacijas vodom5 min Inkubacija s vodom 15 min

O0do5 11 13
5do 10 5 2
10 do 15 3 7

>15 5 2

4.5. Optimizacija postupka deglikozilacije

Koristena metoda priprave glikana 1gG-a za analizu metodom HILIC-UPLC oslanja se na
samo jedan korak prociS¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana od suviska reagensa i
proteinskog dijela 19G-a i to prije analize teku¢inskom kromatografijom. Time se i postupak
deglikozilacije i fluorescentnog obiljezavanja glikana odvijaju u istoj reakcijskoj smjesi, bez
uklanjanja suviska reagensa zaostalih nakon deglikozilacije, a prije fluorescentnog
obiljezavanja slobodnih glikana. Uoc¢eno je da prilikom procis¢avanja fluorescentno
obiljeZenih glikana dodatkom acetonitrila dolazi do taloZenja proteina u uzorcima, $to otezava

njihov prijenos na ¢vrstu fazu (celulozu), te mozda utjeCe i na reproducibilnost metode.
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Postavilo se pitanje 0 moguénosti povecanja osjetljivost metode na nacin da se nakon
deglikozilacije ukloni proteinski ostatak iz reakcijske smjese, ¢ime bi se u reakciju
fluorescentnog obiljezavanja glikana iSlo sa znatno ¢iS¢im uzorkom te bi teorijski
ucinkovitost obiljezavanja i osjetljivost metode bila ve¢a. U tu svrhu testirani su razli¢iti
protokoli deglikozilacije na membranama (Poglavlja 3.5.2. i 3.5.3.), te filtriranja uzoraka
nakon deglikozilacije radi uklanjanja proteinskog dijela 19G-a prije obiljezavanja slobodnih

glikana fluorescentnom bojom (Poglavlja 3.6.1. i 3.6.2.).

4.5.1. Deglikozilacija 19gG-a na hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF membrani

Mogucénost deglikozilacije 1gG-a na hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF plocici
(Milipore) je ve¢ ranije objavljena.** U teoriji, ovakav nacin deglikozilacije bi trebao biti
znatno ucinkovitiji, buduéi da se uzorak nakon prenoSenja na membranu ispire od suviska soli
1 reagensa koriStenih za denaturaciju IgG-a, te bi reakcija deglikozilacije trebala biti ,,¢iS¢a®.
Osim toga, buduc¢i da se radi o hidrofobnoj membrani, filtriranjem nakon deglikozilacije
proteinski dio molekule IgG-a trebao bi ostati vezan na membranu, dok bi s membrane eluirali
slobodni glikani, koji se dalje fluorescentno obiljeZzavaju s puno manje smetajuéih reagensa iz
prethodnih koraka.

Paralelno je testirano 6 razli¢itih protokola denaturacije (svaki proveden tri puta) na istom
uzorku suhog 1gG-a, kako je opisano u Poglavlju 3.5.2. Nakon denaturacije (i redukcije s
alkilacijom) uzorci su naneseni na membranu, isprani puferom za deglikozilaciju (20 ili 100
mmol L™ NaHCO;, 50 mmol L™ (NH4)HCO3, 100 mmol L™* TEAB pH 8,5 ili 1x PBS) nakon
¢ega je dodano 1,25 mU PNGaze F (Prozyme) u odgovaraju¢em puferu i ukupnom volumenu
reakcijske smjese od 50 uL. Slobodni glikani su nakon deglikozilacije skupljeni u Cistu
plo¢icu, obiljezeni fluorescentnom bojom i proc¢is¢eni na celulozi kako je to opisano u
Poglavlju 3.8.1., s tim da su koristeni 100 %-tni acetonitril i 80 %-tni acetonitril u vodi
prethodno ohladeni na 4 °C. Obiljezeni glikani su analizirani teku¢inskom kromatografijom
na isti nacin kako je to opisano u Poglavlju 3.11.

Svi testirani protokoli su rezultirali kromatogramima izrazito niskih intenziteta pikova,
uglavnom < 5 EU, s tim da su u kromatogramima 4 uzorka od ukupno 18 uzoraka intenziteti
pikova bili od 5 do 18 EU. Osim toga, u svim je kromatogramima uocen nedostatak pikova

manje zastupljenih glikoformi, posebice sijaliniziranih GP20 do GP24 (Slika 30).
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Slika 30. Nedostatak manje zastupljenih glikoformi (oznaéeno pravokutnikom) prilikom deglikozilacije 1gG-a
na hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF membrani. Oko 250 ug IgG-a je denaturirano i reducirano na
membrani s GuHCI i TCEP 10 minuta pri 65 °C, te isprano i deglikozilirano u 100 mmol L™* TEAB pH 8,5.
Fluorescentno obiljeZeni glikani su progiséeni na celulozi (0,1 mg mL™) uz 80 %-tni acetonitril u vodi ohladen
na 4 °C, te analizirani metodom HILIC-UPLC. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) =
20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH
4.4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tiotone = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex
=250 nm, Aey = 428 nm. EU — jedinica emisije

Pretpostavljeno je da su mogué¢i uzroci slabih intenziteta i niske zastupljenosti pikova
pojedinih glikoformi u kromatogramima proci§¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na
celulozi (veliki gubitci glikana tijekom postupka ispiranja suviS$ka reagensa), nepotpuno
eluiranje slobodnih glikana nakon deglikozilacije s hidrofobne membrane i sama
deglikozilacija na membrani. Navedene pretpostavke su ispitane kako je opisano u nastavku.
Utjecaj metode procis¢avanja fluorescentno obiljeZzenih glikana i nepotpunog eluiranja
slobodnih glikana s membrane na rezultate dobivene deglikozilacijom na hidrofobnoj
Multiscreen Immobilon-P PVDF plocici ispitani su na ukupno 12 uzoraka 1gG-a
denaturacijom s GUHCI-om i redukcijom s DTT-om, kako je opisano u Poglavlju 3.5.2. U 6
uzoraka je nakon skupljanja slobodnih glikana dodano jo§ 50 pL 100 mmol L™ NaHCO3, radi
boljeg eluiranja slobodnih glikana koji su mozda zaostali na membrani. Po tri uzorka iz svake
skupine je nakon bojanja proc¢is¢eno prema standardnom protokolu na celulozi (Poglavlje

3.8.1.) s tim da su koristeni 100 %-tni acetonitril i 80 %-tni acetonitril u vodi prethodno
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ohladeni na 4 °C, odnosno po tri uzorka su procis¢ena na 0,45 um GHP AcroPrep plocici
kako su opisali Burnina i suradnici.** Obiljezeni glikani analizirani su tekuéinskom
kromatografijom na isti na¢in kako je ranije opisano.

U svim slu¢ajevima dobiveni su podjednaki intenziteti pikova kao ranije (< 5 EU) za samo
8 od ukupno 24 kromatografska pika, te je pretpostavljeno da je problem u deglikozilaciji na
hidrofobnoj membrani. To je potvrdeno u sljede¢em eksperimentu u kojem je po tri uzorka
IgG-a denaturirano sa SDS-om i igepalom prema standardnom postupku opisanom u
Poglavlju 3.4.1. Denaturacija i brzi postupak deglikozilacije (30 minuta pri 50 °C u 1x PBS-u)
su radeni u otopini, nakon Cega su uzorci samo profiltrirani kroz hidrofobnu Multiscreen
Immobilon-P PVDF membranu radi odvajanja proteinskog dijela IgG-a od slobodnih glikana.
Fluorescentno obiljezeni glikani proc¢iséeni na celulozi zatim su analizirani tekuéinskom
kromatografijom. Intenziteti pikova bili su znatno visi, te su bila vidljiva sva 24
kromatografska pika (Slika 31), ¢ak i nakon primjene znatno kraé¢eg postupka deglikozilacije
u otopini. To upucuje da je deglikozilacija na membrani uzrok slabih intenziteta pikova, te da

metoda nije dovoljno osjetljiva za analizu metodom HILIC-UPLC.

35004
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Slika 31. Uklanjanje proteinskog dijela 1gG-a na hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF membrani nakon
denaturiracije sa SDS-om i igepalom 10 minuta pri 65 °C i deglikozilacije u otopini 1h pri 50 °C u 1x PBS-u.
Fluorescentno obiljezeni glikani su pro¢iséeni na celulozi (0,1 mg mL™) uz 80 %-tni acetonitril u vodi ohladen
na 4 °C, te analizirani metodom HILIC-UPLC. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) =
20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH
4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min tijekom 25 minuta. Vipj = 40 pL, Tioione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex
=250 nm, Ay, =428 nm. EU — jedinica emisije
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U kasnijoj fazi razvoja metode hidrofobna Multiscreen Immobilon-P PVDF membrana je
dodatno testirana u svrhu povecanja osjetljivosti postupka fluorescentnog obiljezavanja

slobodnih glikana, $to je opisano u Poglavlju (4.10.).
4.5.2. Deglikozilacija 1gG-a na Omega 10k membrani

Budué¢i da se deglikozilacija na hidrofobnoj Immobilon-P PVDF membrani pokazala
nedovoljno osjetljivom, deglikozilacija 1gG-a je testirana na Omega 10k MWCO AcroPrep
filtar plocici (Pall) koja propusta molekule manje od 10 kDa. Po sli¢cnom principu bi se nakon
odcjepljivanja glikana PNGazom F filtriranjem dobili slobodni glikani, bez proteinskog dijela
molekule IgG-a koji ne bi trebao proé¢i kroz filtar, buduéi da su veli¢ine teSkog, odnosno lakog
lanca oko 50 do 70 kDa, odnosno 25 kDa.

Preliminarni rezultati testiranja osnovnog protokola deglikozilacije u 1x PBS-u na Omega
10k membrani nakon denaturacije SDS-om i igepalom CA-630 (opisano u Poglavlju 3.5.3.) su
se pokazali obecavaju¢ima (intenziteti pikova oko 50 EU) te je paralelno ispitano 8 razli¢itih
protokola (4 razli¢ite metode denaturacije IgG-a, svaka u kombinaciji s deglikozilacijom u 1x
PBS ili 20 mmol L™ NaHCOs, Poglavlje 3.5.3.1.). Za svaki protokol koriiten je suhi IgG ili
IgG u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu. Kako upotreba filtar plogice omoguéava uklanjanje
reagensa u pojedinim koracima, upotrebom IgG-a u otopini pokusalo se dodatno poboljsati
osjetljivost metode na nacin da se nakon nanoSenja uzorka amonijev formijat ukloni
filtriranjem prije dodatka otopine za denaturaciju. Ovim postupkom bi se ve¢ u prvom koraku
uklonile soli koje mogu ometati kasnije korake u pripravi.

Nakon svakog od postupaka denaturacije, redukcije i alkilacije reagensi su uklonjeni
centrifugiranjem ploc¢ice 1 ispiranjem uzoraka ultra c¢istom vodom. Uzorci su zatim
deglikozilirani u odredenom puferu PNGazom F (1,25 mU, Prozyme). Slobodni glikani su
nakon deglikozilacije skupljeni, obiljezeni fluorescentnom bojom, proc¢iséeni na celulozi
nanesenoj na 0,20 pum GHP AcroPrep plocicu (Pall) i analizirani tekuéinskom
kromatografijom na isti nacin kako je to ranije opisano.

Najvisi intenziteti Kromatografskih pikova postignuti su denaturacijom IgG-a sa SDS-om,
DTT-omiIAA (79 + 8 EU, 35 +4 EU, 64 =2 EU i 25 + 7 EU), te SDS-om i igepalom (93 +
25 EU, 52+ 7 EU, 58 £5 EU 1 45 + 8 EU; standardni protokol denaturacije, Slika 32). U svih
8 testiranih protokola Gak i do dvostruko boljim se pokazao IgG otopljen u 0,1 mol L™

amonijevom formijatu u odnosu na suhi IgG. Nije uocena bitna razlika u glikanskim profilima
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kad je kao pocetni uzorak koriSten otopljeni ili suhi IgG, ali je u svim eksperimentima
deglikozilacije u 20 mmol L™ NaHCOj3 uogena manja zastupljenost sijaliniziranih glikoformi
(posebice GP24). S obzirom da se najboljim s obzirom na intenzitete pikova pokazala
standardna denaturacija IgG-a otopljenog u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu sa SDS-om i
igepalom CA-630 uz deglikozilaciju u 1x PBS-u, ovi uvjeti su koristeni prilikom daljnje
optimizacije metode.

120 mSDS, DTT, IAA
| I B SDS, igepal CA-630
100 4 @ GuHCl, DTT
| T B GuHCl, TCEP
80
2 |
- 60 T
40 -
20 -
0 .

1x PBS, AF IgG  1x PBS, suhilgG NaHCO3, AF IgG NaHCO3, suhi IgG

Slika 32. Deglikozilacija 1gG-a na Omega 10k MWCO AcroPrep membrani. Testirani su razli¢iti protokoli
denaturacije (SDS, DTT i IAA; SDS i igepal CA-630; GUHCI i DTT; te GUHCI i TCEP) s deglikozilacijom u 1x
PBS-u ili 20 mmol L™ NaHCO,. Kao po&etni uzorak koristen je IgG otopljen u 0,1 mol L™ amonijevom
formijatu (AF IgG) ili suhi IgG. Fluorescentno obiljezeni glikani su pro&idéeni na celulozi (0,1 mg mL™) uz 80
%-tni acetonitril u vodi ohladen na 4 °C, te analizirani metodom HILIC-UPLC pripravom u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80. Koristen je linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tyotone =
60 °C, Tyoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, Ay = 428 nm. EU — jedinica emisije. Prikazana je srednja vrijednost i
standardna devijacija intenziteta najveceg pika (n = 3)

Usporedbom rezultata deglikozilacije na Omega 10k membrani s rezultatima dobivenima
deglikozilacijom istog uzorka 1gG-a u otopini uofena je neSto manja zastupljenost
sijaliniziranih glikoformi (GP16 do GP24), te je pretpostavljeno da Omega 10k membrana
sadrzi neSto S$to smanjuje ucinkovitost priprave sijaliniziranih glikoformi. Kako bi se ta
pretpostavka ispitala, testiran je utjecaj prethodnog ispiranja Omega 10k filtar plocice na
deglikozilaciju uzoraka. Uzorci suhog IgG-a (mase oko 250 pg) denaturirani su kako je to
opisano u Poglavlju 3.5.3.1. — protokol g). Pet uzoraka je analizirano bez, a pet uzoraka s

prethodnim ispiranjem filtar plocice s 2x 100 pL ultra ¢iste vode uz upotrebu uredaja za
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filtriranje uz pomo¢ vakuuma (oko 250 mm Hg). Nakon ispiranja plocice uzorci u smjesi za
denaturaciju naneseni su na plocicu i obradeni kako je ranije opisano. lako nisu postignuti
veéi udjeli pikova sijaliniziranih glikana primjenom ispiranja Omega 10k membrane prije
nano$enja uzoraka, intenziteti Kromatografskih pikova bili su nesto visi (36 = 2 EU) nego kad
plocica nije prethodno isprana vodom (23 + 5 EU). Isto tako, uz prethodno ispiranje
membrane koeficijenti varijacije udjela povrsine pojedinih pikova u ukupnoj povrsini svih
pikova bili su nesto nizi (za 12 od 24 kromatografskih pikova CV je bio < 5 %) nego kad
membrana nije bila isprana vodom prije nanoSenja uzoraka (samo za 7 od ukupno 24
kromatografskih pikova CV je bio < 5 %, Tablica 16). S obzirom na navedeno, u svim
sljede¢im eksperimentima Omega 10k membrana je prije nanoSenja uzoraka isprana s 2x 100
pL ultra Ciste vode.

Mogucénost selektivnog vezanja sijaliniziranih glikana na Omega 10k membranu, $to bi
uzrokovalo snizene udjele sijaliniziranih glikana u usporedbi s deglikozilacijom u otopini,
isklju¢ena je nakon eksperimenta filtriranja standarda glikana 1gG-a kroz Omega 10k
membranu te usporedbom glikanskih profila prije i nakon filtriranja, buduci da nisu uocene

nikakve razlike u navedena dva profila.

Tablica 16. Utjecaj ispiranja Omega 10k membrane ultra ¢istom vodom prije deglikozilacije IgG-a. Naveden je
broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom varijacije (CV). n=5

CV /% Ispiranje vodom Bez ispiranja vodom

0do5 12 7
5do 10 6 4
10 do 15 2 4

>15 4 9

4.6. Optimizacija postupka prociséavanja fluorescentno obiljeZenih

glikana

Procis¢avanje na celulozi uz 80 %-tni acetonitril u vodi se pokazalo kao potencijalni uzrok
smanjenja reproducibilnosti analize glikana 1gG-a (vidi Poglavlje 4.3.). Stoga su za

procis¢avanje fluorescento obiljeZenih glikana ispitane jo§ tri ¢vrste faze — Bio-Gel P-6,
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silikagel i sam 0,2 pm hidrofilni GHP filtar. Osim razli¢itih ¢vrstih faza, testirani su i razliciti
volumni udjeli acetonitrila u vodi (80 % i 90 %), te Cisti acetonitril kao otapala koriStena u
koracima ispiranja fluorescentno obiljezenih glikana od viska reagensa.

U tu svrhu je oko 250 ug IgG-a (provedeno pet puta) denaturirano i deglikozilirano na
Omega 10k membrani prema ranije opisanom postupku (protokol g), Poglavlje 3.5.3.1.
Membrana je prije nanoSenja uzoraka isprana ultra c¢istom vodom, kako je prethodno
odredeno. Uzorci su nakon obiljezavanja fluorescentnom bojom (opisano u Poglavlju 3.7.)
ohladeni na sobnoj temperaturi 30 minuta i proc¢is¢eni od viska reagensa metodom HILIC-
SPE. Za prociscavanje su koristeni celuloza, Bio-Gel ili silikagel (svaka ¢vrsta faza u ultra
&istoj vodi, 0,1 g mL™) na 0,2 um GHP AcroPrep filtar plogici, te sam 0,2 pm GHP AcroPrep
filtar, budu¢i da se radi o hidrofilnom polipropilenu koji teorijski moze vezati glikane.
Obiljezeni glikani su procisceni kako je opisano u Poglavljima 3.8.1.-3.8.3. U svim koracima
I uvjetima ispiranja koristen je acetonitril prethodno ohladen na 4 °C, a glikani su eluirani
ultra ¢istom vodom nakon inkubacije od 15 minuta u svakom koraku, kako je ranije odredeno
testiranjem robusnosti metode pro¢i$¢avanja na celulozi (Poglavlja 3.9.1. i 4.4.).

Ispiranjem s 80 %-tnim acetonitrilom prilikom pro¢is¢avanja obiljezenih glikana uoceni su
znatni gubitci upotrebom svih cetiriju ¢vrstih faza, a posebno na silikagelu i GHP filtru, s
kojih se ispiranjem gubi veéina glikana, te ostaju vezani samo oni najhidrofilniji (Slika 33).
Porastom volumnog udjela acetonitrila koristenog za ispiranje suviska reagensa poveéavaju se
i intenziteti kromatografskih pikova, koji su najveéi pri ispiranju 100 %-tnim acetonitrilom
GHP filtra (40 = 2 EU), silikagela (38 + 2EU), te celuloze (31 + 5 EU) i Bio-Gela (29 = 1 EU)
(Slika 34). Najnizi koeficijenti varijacije postignuti su procis¢avanjem na silikagelu, GHP
filtru te Bio-Gelu uz 100 %-tni acetonitril, i pro¢is¢avanjem na celulozi i GHP filtru uz 90 %-

tni acetonitril u vodi (Tablica 17).
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Slika 33. Gubitak fluorescentno obiljezenih glikana IgG-a prilikom njihova proci§¢avanja na silikagelu (0,1 g
mL™ u vodi, crveno) i 0,2 um hidrofilnom GHP filtru (zeleno) uz 80 %-tni acetonitril u vodi (ohladen na 4 °C)
nakon deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k MWCO AcroPrep membrani. Pro¢iséeni glikani su analizirani
metodom HILIC-UPLC pripravom u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80. Koristen je linearni gradijent od
25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min®
! tijekom 25 minuta. Vip; = 40 pL, Tiglone = 60 °C, Tyoraka = 5 °C, dex = 250 nm, Aep = 428 nm. EU — jedinica
emisije
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Slika 34. Procis¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na celulozi (C), Bio-Gelu P-6 (B), silikagelu (S)
(svaka &vrsta faza u ultra &istoj vodi, 0,1 g mL™) i 0,2 pm hidrofilnom GHP filtru (G) uz 80 %-tni i 90 %-tni
acetonitril u vodi te 100 %-tni acetonitril (ohladeni na 4 °C) nakon deglikozilacije IgG-a na Omega 10k MWCO
AcroPrep membrani. Pro¢i$¢eni glikani su analizirani metodom HILIC-UPLC pripravom u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80. Koristen je linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tiotone =
60 °C, Tyoraka = 5 °C, Lex = 250 nm, Aey = 428 nm. EU — jedinica emisije. Prikazana je srednja vrijednost i
standardna devijacija intenziteta najveceg pika (n = 5)
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Tablica 17. Pro¢is¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na celulozi (C), Bio-Gelu P-6 (B), silikagelu (S)
(svaka &vrsta faza u ultra &istoj vodi, 0,1 g mL™) i 0,2 um hidrofilnom GHP filtru (G) uz 80 %-tni i 90 %-tni
acetonitril u vodi te 100 %-tni acetonitril (ohladeni na 4 °C) nakon deglikozilacije IgG-a na Omega 10k MWCO
AcroPrep membrani. Naveden je broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom varijacije udjela
njihovih povrsina u ukupnoj povrsini svih pikova (CV). n =5

CVv/% [C8 C9 C 100 B 80 B9 B_100 S 90 S 100 G_90 G_100
0do5 11 14 7 11 12 15 13 16 16 16
5do 10 5 6 9 4 3 5 8 6 3 4
10 do 15 3 2 6 5 5 3 3 1 3 3
> 15 5 2 2 4 4 1 0 1 2 1

Testirane su i dvostruko veée koli¢ine Bio-Gel-a i silikagela (0,2 g mL™) u smjesi w(voda,
etanol, acetonitril) = 70:20:10%" uz 0,2 um GHP filtar i ispiranje sa 100 %-tnim hladnim
acetonitrilom s oko 120 pg (n = 3) i 370 ug (n = 5) pocetnog IgG-a. Dobiveni su podjednaki
rezultati kao u prethodnom eksperimentu s manjim koli¢inama ¢vrste faze, s tim da se GHP
filtar pokazao nesto boljim (za 16 od ukupno 24 kromatografskih pikova CV je bio <5 %, za
5 pikova od 5 % do 10 %, za 2 pika od 10 % do 15 % i za samo 1 kromatografski pik > 15 %,
Tablica 18). Dobiveni rezultati odgovaraju onima dobivenim prilikom testiranja ponovljivosti
metode HILIC-UPLC (Tablica 10), $to znaci da je pogreska metode izrazito mala. Budu¢i da
je hidrofilni 0,2 um GHP filtar najprakti¢nija i najjeftinija opcija, ova ¢vrsta faza je odabrana
kao optimalna, te je koristena u daljnjim eksperimentima.

Tablica 18. Pro¢ii¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na Bio-Gelu P-6 (B), silikagelu (S) [svaka ¢vrsta
faza u smjesi y(voda, etanol, acetonitril) = 70:20:10, 0,2 g mL™] i 0,2 pm hidrofilnom GHP filtru (G) uz 100 %-
tni acetonitril (ohladen na 4 °C) nakon deglikozilacije 19G-a [120 pg (n = 3) i 370 pg (n = 5)] na Omega 10k

MWCO AcroPrep membrani. Naveden je broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom varijacije
udjela njihovih povrsina u ukupnoj povrsini svih pikova (CV)

120 pg,n =3 370 pg,n =5
CV/%
B 100 S 100 GHP filtar B 100 S 100 GHP filtar
0do5 14 12 12 14 14 16
5do 10 5 7 7 5 9 5
10do 15 2 5 4 1 1 2
>15 3 0 1 4 0 1

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 93

4.6.1. Kapacitet GHP AcroPrep filtra za pro¢i§¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana

Budu¢i da je primarna namjena hidrofilne 0,2 um GHP AcroPrep filtar plocice koristene za
procis¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana zapravo filtriranje otopina radi uklanjanja
Cestica vec¢ih od 0,2 um, ispitan je njezin kapacitet za vezanje glikana obradom priblizno 35
pg, 300 ug i 750 pg IgG-a, kako je to opisano u Poglavlju 3.8.3.1. Osim toga, zeljelo se
provjeriti veze li GHP filtar selektivno bolje ili losije neke glikane ovisno o njihovoj koli¢ini.

Najveci koeficijenti varijacije povrsine pikova (Tablica 19) dobiveni su ,,pro¢is¢avanjem
fluorescentno obiljezenih glikana koji potjecu iz 35 pg IgG-a. Za samo 1 kromatografski pik
CV je bio manji od 5 %, za 3 kromatografska pika od 5 % do 10 %, za 3 kromatografska pika
od 10 % do 15 %, te za 17 kromatografskih pikova veéi od 15 %. U slucaju glikana
detektiranih nakon obrade priblizno 300 pg IgG-a, CV je bio manji od 5 % za 20
kromatografskih pikova, a u slucaju glikana detektiranih nakon obrade oko 750 pg IgG-a ¢ak
za 22 od ukupno 24 kromatografska pika. Ovi rezultati govore u prilog tome da koriStena
hidrofilna 0,2 um GHP AcroPrep filtar plocica ima dovoljan kapacitet za vezanje i do 3 puta
veée mase glikana od inace koriStene (s 200 pg do 300 pg 1gG-a), bez vidljivog utjecaja na
glikanski profil. Visoki koeficijenti varijacije u slu¢aju najmanje ispitane mase glikana, te
znacajna promjena glikanskog profila u odnosu na standard glikana IgG-a (Tablica 19, Slika
35) najvjerojatnije su posljedica gubitka glikana u frakcijama ispiranja za vrijeme njihova
»procis¢avanja®, te niskih intenziteta kromatografskih pikova sa signalima pojedinih pikova
ispod granice kvantifikacije.

Tablica 19. Ispitivanje kapaciteta hidrofilne 0,2 um GHP AcroPrep ploc¢ice. Masa standarda glikana 1gG-a koji
odgovara masi glikana dobivenih obradom priblizno 35 pg, 300 pg i 750 pg IgG-a je ,,pro¢isc¢ena‘ na hidrofilnoj
0,2 um GHP AcroPrep plocici uz 100 %-tni acetonitril (ohladen na 4 °C). Naveden je broj kromatografskih
pikova s odredenim koeficijentom varijacije udjela njihovih povr§ina u ukupnoj povrsini svih pikova u
kromatogramu (CV). n =12

CV/% | 35 pglgG-a 300 pglgG-a 750 pgIgG-a
0do5 1 20 22

5do 10 3 2 2

10do 15 3 0 0
>15 17 2 0
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Slika 35. Ispitivanje kapaciteta hidrofilne 0,2 um GHP AcroPrep ploc¢ice. Masa standarda glikana 1gG-a koji
odgovara masi glikana dobivenih obradom priblizno 35 pg, 300 pg i 750 pg IgG-a je ,,pro¢isc¢ena‘ na hidrofilnoj
0,2 um GHP AcroPrep plocici uz 100 %-tni acetonitril (ohladen na 4 °C). Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu,
w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™
amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Prikazane su srednje
vrijednosti i standardne devijacije udjela povrSine pojedinog pika u ukupnoj povrSini svih pikova u
kromatogramu (n = 12). Vip; = 40 pL, Tigione = 60 °C, Tizoraka = 5 °C, dex = 250 NM, Aep, = 428 nm

4.6.2. Osjetljivost metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k membrani uz procis¢avanje
na GHP filtru

Osjetljivost razvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini (0,1 mol L™ amonijev formijat)
na Omega 10k AcroPrep filtar plocici uz procis¢avanje na 0,2 um GHP filtru s ispiranjem 100
%-tnim hladnim acetonitrilom ispitana je testiranjem malih koli¢ina pocetnog uzorka — 25 g,
50 ug, 100 pg i 150 ug (svaki uzorak pripravljen osam puta), kako je opisano u Poglavljima
3.5.3. 1 3.8.3. Uzorci su u ovom eksperimentu ispirani acetonitrilom 5 puta, umjesto 7 puta
prilikom uklanjanja suviSka reagensa prociS¢avanjem nakon fluorescentnog obiljezavanja
glikana, te su s GHP filtra eluirani u 2x 50 pL ultra ciste vode, kako bi se dobio
koncentriraniji uzorak za UPLC analizu. Usporedbom svih srednjih vrijednosti udjela
povrsina pojedinih pikova u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu dobiveni su
koeficijenti varijacije na razini onih dobivenih prilikom testiranja ponovljivosti HILIC-UPLC
analize (za 16 od 24 kromatografskih pikova CV je bio <5 %, za 6 pikova od 5 % do 10 %, te
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za 2 pika > 15 %, vidi Tablicu 9), sto govori u prilog tome da se smanjenjem mase pocetnog
uzorka opcenito ne mijenja njegov kromatografski profil. Pojedina¢no gledano, za svaku
masu pocetnog IgG-a uoceni su nesto visi koeficijenti varijacije pri obradi 25 pg i 150 pg
(Tablica 20). Za jedan uzorak pocetne mase od 150 pg uocena je promjena glikanskog profila
u odnosu na sve ostale uzorke, $to se nije moglo objasniti, budu¢i da nisu opazene nikakve
promjene tijekom priprave tog uzorka. Isto tako, iako je reproducibilnost udjela povrsina
pojedinih kromatografskih pikova u ukupnoj povrsini svih pikova bila zadovoljavajuéa,

uocene su velike varijacije u intenzitetima kromatografskih pikova (Slika 36).

Tablica 20. Osjetljivost metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k AcroPrep filtar plo¢ici uz pro¢is¢avanje na
0,2 um GHP filtru i ispiranje 100 %-tnim acetonitrilom (ohladen na 4 °C). Naveden je broj kromatografskih
pikova s odredenim koeficijentom varijacije udjela njihovih povr§ina u ukupnoj povrsini svih pikova (CV). n =8

CV/% | 25pg 50 pg 75ng 100 pg 150 pg
0do5 13 13 17 15 8

5do 10 7 5 4 3 6

10 do 15 2 5 2 3 6
>15 2 1 1 3 4
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160

140

120

100

1/EU
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40 -

25 50 75 100 150
m (IgG) / ug

Slika 36. Osjetljivost metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k AcroPrep filtar plocici uz procis¢avanje na
0,2 pm GHP filtru i ispiranje 100 %-tnim acetonitrilom (ohladen na 4 °C). Procis¢eni glikani su analizirani
metodom HILIC-UPLC pripravom u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80. Koristen je linearni gradijent od
25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min®
! tijekom 25 minuta. Viy; = 40 pL, Tigione = 60 °C, Tizoraka = 5 °C, Aex = 250 nm, Jen = 428 nm. EU — jedinica
emisije. Prikazan je intenzitet najveceg pika
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4.7. Robusnost metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k membrani

lako je pripravom uzoraka na Omega 10k membrani u vecini slu¢ajeva postignuta dobra
reproducibilnost, neki uzorci su u konacnici imali izmijenjen glikanski profil odreden
kromatografskom analizom, a uocena je i velika varijabilnost u intenzitetima. Radi testiranja
stabilnosti metode i u ovom slucaju je koristen Plackett-Burmanov dizajn eksperimenta, kako
je opisano u Poglavlju 3.9.2., a ranije su opisali Novokmet i suradnici.” Ispitan je utjecaj 7
parametara u ukupno 16 reakcija (svaka provedena po osam puta). Utjecaj svakog od
parametara procijenjen je za najzastupljenije kromatografske pikove razli¢itog stupnja

slozenosti prema jednadzbi (1) (vidi Sliku 10 i 37): GP4, GP8, GP14, GP18 i GP24.

16,00
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14,00 - ' : -
1
12,00 : ! EGP14
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! |
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8,00 : EGP24
Y 1 :
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. .
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Slika 37. Utjecaj pojedinog parametra (U,) na povrSinu pikova GP4, GP8, GP14, GP18 i GP24 odreden
Plackett-Burmanovim dizajnom eksperimenta za testiranje robusnosti metode deglikozilacije 1gG-a ha Omega
10k membrani uz procis¢avanje fluorescentno obiljeZenih glikana na hidrofilnoj 0,2 pm GHP AcroPrep ploéici
uz 100 %-tni acetonitril. U ukupno 16 reakcija (svaka provedena osam puta) testirani su sljedec¢i parametri: P01
— tip po&etnog uzorka — suhi uzorak ili 19G u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu (u otopini); P02 — volumeni
dodanog SDS-a i igepala CA-630, uL; P03 — volumen vode za ispiranje deterdzenata prije dodatka PNGaze F,
uL; P04 — mijeSanje oslobodenih glikana prije eluiranja s Omega 10k plocice, min; P05 — volumen vode za
eluiranje oslobodenih glikana s Omega 10k plocice, pL; P06 — temperature acetonitrila koristenog za
procis¢avanje obiljezenih glikana, °C; P07 — broj koraka ispiranja suviska reagensa prilikom procis¢avanja
fluorescentno obiljezenih glikana na GHP AcroPrep plocici, x. Statisticki znacajan utjecaj na povrsinu pikova
GP4 i GP24 ima parametar uokviren punom linijom, a statisti¢ki znacajan utjecaj samo na povrsinu GP4 ima
parametar uokviren iscrtkanom linijom — Mann-Whitneyjev U-test, p < 0,05
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Veliki pozitivan utjecaj, odnosno povecanje povrSine kromatografskog pika uz koristenje
,.veée“ vrijednosti odredenog parametra, uzrokuje po&etni uzorak IgG-a otopljen u 0,1 mol L™
amonijevom formijatu, dok manji pozitivan utjecaj imaju jo$ volumeni dodanog SDS-a i
igepala CA-630, mijesanje slobodnih glikana prije njihova eluiranja s Omega 10k membrane,
te volumen vode za eluiranje slobodnih glikana s Omega 10k membrane. Suprotno tome,
negativan utjecaj na povrSinu navedenih pikova ima volumen vode za ispiranje deterdzenata
prije dodatka PNGaze F, temperatura acetonitrila koristenog za proc¢is¢avanje glikana, te broj
koraka ispiranja suviska reagensa prilikom prociS¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana na
GHP filtru.

Primjenom Mann-Whitneyjeva U-testa za parametre koji imaju najveci utjecaj na povr§inu
pikova GP4 (neutralni glikan) i GP24 (negativno nabijeni glikan) statisti¢ki znac¢ajnim su se
pokazali parametar PO1 (tip pocetnog uzorka IgG-a, peps < 0,001, pep2s < 0,001) i parametar
P04 (mijesanje slobodnih glikana prije eluiranja s Omega 10k membrane), ali samo za
kromatografski pik GP4 (pgps = 0,030).

lako je volumen vode za eluiranje slobodnih glikana pokazao pozitivan, ali statisticki
neznaajan utjecaj na intenzitet kromatografskih pikova, u konacnici je odabran manji
volumen (50 puL) kako bi se reakcija fluorescentnog obiljeZavanja glikana odvijala u manjem
volumenu te time teorijski bila u¢inkovitija. Osim toga, volumen GHP AcroPrep plocice
koriStene za prociS¢avanje slobodnih glikana nakon njihova obiljezavanja fluorescentnom
bojom je 1 mL, te bi u sluaju veéeg volumena reakcijske smjese [50 pL smjese za
deglikozilaciju (25 pL u praksi zbog volumena koju zadrzava plocica) + 100 uL + 25 pL
smjese za obiljezavanje] trebalo dodati barem 1,025 mL acetonitrila kako bi se zadrzali isti
uvjeti (volumni udio acetonitrila) kao u slucaju dodatka 50 puL vode. To bi zahtijevalo
preno$enje uzoraka u dva koraka te povecavalo moguénost kontaminacije i pogreske.

Na isti nacin je ispitan i utjecaj pojedinog parametra na koeficijent varijacije udjela
povrsine pikova GP4, GP8, GP14, GP18 i GP24 u ukupnoj povrsini svih pikova (Slika 38).
Medutim, nije uoceno da bilo koji od parametara ima izrazeniji pozitivan ili negativan utjecaj
na koeficijent varijacije udjela navedenih kromatografskih pikova u odnosu na ostale

parametre, te prema tome nije radena daljnja statisti¢ka analiza.
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Slika 38. Utjecaj pojedinog parametra (Up) na koeficijent varijacije udjela povrsine pikova GP4, GP8, GP14,
GP18 i GP24 u ukupnoj povrsini svih pikova odreden Plackett-Burmanovim dizajnom eksperimenta za testiranje
robusnosti metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k membrani uz proé¢i§cavanje fluorescentno obiljezenih
glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP AcroPrep filtru uz 100 %-tni acetonitril. U ukupno 16 reakcija (svaka
provedena osam puta) testirani su sljede¢i parametri: PO1 — tip pocetnog uzorka — suhi uzorak ili IgG u 0,1 mol
L* amonijevom formijatu (u otopini); P02 — volumeni dodanog SDS-a i igepala CA-630, pL; P03 — volumen
vode za ispiranje deterdZenata prije dodatka PNGaze F, pL; P04 — mijeSanje oslobodenih glikana prije eluiranja s
Omega 10k plocice, min; P05 — volumen vode za eluiranje oslobodenih glikana s Omega 10k plocice, uL; P06 —
temperature acetonitrila koriStenog za procis¢avanje obiljezenih glikana, °C; PO7 — broj koraka ispiranja suviska
reagensa prilikom procis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana na GHP AcroPrep plocici, x

Na temelju dobivenih rezultata u sljede¢im su eksperimentima koriStene sljedece

vrijednosti ispitanih parametara:

- Tip po&etnog uzorka: IgG otopljen u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu

- Volumeni dodanog SDS-a i igepala CA-630: 30 uL i 10 uL

- Volumen vode za ispiranje deterdZenata prije dodatka PNGaze F: 100 pL

- Mijesanje slobodnih glikana prije eluiranja s Omega 10k plocice: 5 min

- Volumen vode za eluiranje slobodnih glikana s Omega 10k plo¢ice: 50 uL

- Temperatura acetonitrila koriStenog za procis¢avanje obiljeZenih glikana: 4 °C

- Broj koraka ispiranja tijekom proci§¢avanja obiljezenih glikana: 5

4.8. Nedostatci metode deglikozilacije 1gG-a na Omega 10k membrani

Deglikozilacija 1gG-a na Omega 10k membrani uz proc¢is¢avanje na hidrofilnom GHP filtru

uz 100 %-tni acetonitril pokazala se opcenito osjetljivijom od prethodno koristene metode

wev o

deglikozilacije u otopini uz proc¢is¢avanje na celulozi uz 80 %-tni acetonitril u vodi. Medutim,
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uz znatne varijacije u intenzitetima kromatografskih pikova u slucaju deglikozilacije na
Omega 10k membrani, usporedbom navedenih metoda priprave glikana IgG-a za analizu
metodom HILIC-UPLC s vremenom se pokazalo da reproducibilnost metode nije znatno
poboljsana. Stovise, nakon odredenog broja uzoraka uoéeni su problemi s pomakom nagiba
kromatografske bazne linije (eng. drift), Sto je =znatno utjecalo na zastupljenost
kromatografskih pikova spojeva koji kasnije eluiraju s kolone (prividno smanjena
zastupljenost), a s obzirom na normalizaciju i na zastupljenost ostalih pikova (koji imaju
prividno povecanu zastupljenost). Analizom standardno pripravljenog seta za analizu
teku¢inskom kromatografijom od 32 uzorka (Poglavlje 3.11.) uoceno je povecanje pomaka
nagiba kromatografske bazne linije s povecanjem broja analiziranih uzoraka, ukljucujuci
kromatograme dekstrana i standarda glikana IgG-a analiziranih nakon analize 16 uzoraka
(Slika 39). Pomak nagiba bazne linije nije uofen u kromatogramu dekstrana i standarda
glikana 1gG-a koji su analizirani na pocetku seta uzoraka, te u kromatogramima uzoraka
pripravljenih starom metodom. Pretpostavljeno je, prema tome, da je pomak nagiba bazne
linije rezultat neu¢inkovitog proc¢iséavanja glikana, konkretno zaostalih deterdzenata (SDS-a i

igepala CA-630), koji se djelomi¢no akumuliraju na koloni sa svakim analiziranim uzorkom.
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Slika 39. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu standarda glikana 1gG-a analiziranog nakon 16 uzoraka
(crveno), u odnosu na baznu liniju u kromatogramu standarda glikana 1gG-a analiziranog na pocetku analize seta
uzoraka (zeleno). Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni
gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od
0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 pL, Tioione = 60 °C, Tizoraka = 5 °C, Aex = 250 NM, Aey = 428 nm. EU —
jedinica emisije

Irena Trbojevi¢ Akmacié Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 100

Kako bi se potvrdila gore navedena pretpostavka deglikozilacija 19G-a (300 ug, reakcija
provedena osam puta) na Omega 10k membrani je napravljena s ispiranjem deterdzenata prije
dodatka PNGaze F (kao u prethodnim eksperimentima), te bez ispiranja deterdzenata pri cemu
je nakon inkubacije uzoraka s igepalom CA-630 na sobnoj temperaturi dodano 10 uL 5x
koncentriranog PBS-a s 1,25 U PNGaze F (Promega). Slobodni glikani su obiljeZeni
fluorescentnom bojom te procisc¢eni od suviska reagensa na 0,2 um GHP filtru uz 96 %-tni ili
98 %-tni acetonitril u vodi ili 100 %-tni acetonitril, kako je opisano u Poglavlju 3.8.3.
Pro¢iS¢eni glikani su analizirani u dva seta uzoraka (uzorci pripravljeni s ispiranjem
deterdzenata i uzorci pripravljeni bez ispiranja deterdZenata) kako je opisano ranije u
Poglavlju 3.11., s tim da je redoslijed uzoraka u setu bio sljede¢i: voda (Voda_1), dekstran,
standard glikana 1gG-a (IgG Pool 3_1), 8 uzoraka proc¢is¢enih uz 96 %-tni acetonitril, 8
uzoraka pro¢iscenih uz 98 %-tni acetonitril, dekstran, standard glikana 1gG-a (1gG Pool 3_2),
8 uzoraka procis¢enih uz 100 %-tni acetonitril, standard glikana IgG-a (IgG Pool 3_3), voda
(Voda_2).

Usporedbom kromatograma uzorka vode analiziranog prije (Voda_1) i nakon svih uzoraka
(Voda_2) vidljiv je pomak nagiba kromatografske bazne linije, koji je ve¢i u slucaju kad su
analizirani uzorci glikana pripravljeni bez ispiranja deterdzenata prije deglikozilacije (Slika
40 i 41). Slican rezultat je dobiven i usporedbom kromatograma standarda glikana IgG-a
(Slika 42 i 43).
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Slika 40. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu uzorka Voda_2 analiziranog nakon uzoraka pripravljenih s
ispiranjem deterdzenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani (crveno), u odnosu na baznu liniju u
kromatogramu uzorka Voda_1 analiziranog na pocetku analize seta uzoraka (zeleno). Uzorci su pripravljeni u
acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela
100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40
KL, Tkotone = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, dex = 250 nm, Ae, = 428 nm. EU — jedinica emisije
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Slika 41. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu uzorka Voda_2 analiziranog nakon uzoraka pripravljenih
bez ispiranja deterdZenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani (crveno), u odnosu na baznu liniju u
kromatogramu uzorka Voda_1 analiziranog na pocetku analize seta uzoraka (zeleno). Uzorci su pripravljeni u
acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela
100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40

UL, Trotone = 60 °C, Tysoraka = 3 °C, dex = 250 nm, Aey = 428 nm. EU — jedinica emisije

| \M “‘ J J J

0.00+
I R B T 7 T T T 1 T T T T T T T (I L3, TR I B T
800 10.00 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 22.00 2400 26.00 2800 30,00 32.00 3400
t /min

Slika 42. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu uzorka lIgG Pool 3_3 analiziranog nakon uzoraka
pripravljenih s ispiranjem deterdZenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani (plavo), u odnosu na
baznu liniju u kromatogramu uzorka IgG Pool 3_1 analiziranog na poc¢etku analize seta uzoraka (zeleno) i baznu
liniju u kromatogramu uzorka IgG Pool 3_2 analiziranog nakon analize 16 uzoraka (crveno). Uzorci su
pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani uz linearni gradijent od 25 do 38 %
volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25
minuta. Vig; = 40 pL, Tioione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex = 250 NM, Ze = 428 nm. EU — jedinica emisije

U kromatogramima samih uzoraka, u slucaju kad su uzorci pripravljeni s ispiranjem
deterdzenata, pomak nagiba kromatografske bazne linije je bio do 0,7 EU, dok je u
kromatogramima uzoraka pripravljenih bez ispiranja deterdzenata bio ¢ak do 2,75 EU.
Najvec¢i pomak uocen je u kromatogramima uzoraka prociséenih ispiranjem sa 100 %-tnim
acetonitrilom. Medutim, kad su wuzorci analizirani metodom HILIC-UPLC obrnutim
redoslijedom — najprije oni proc¢iséeni sa 100 %-tnim acetonitrilom, a zatim uzorci proc¢is¢eni

s 98 %-tnim te 96 %-tnim acetonitrilom — takoder je uocen veci pomak nagiba bazne linije u
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kromatogramima kasnije analiziranih uzoraka $to upucuje na djelomi¢no zaostajanje necistoca
na koloni. Zanimljivo je da su pikovi u kromatogramima svih uzoraka pripravljenih bez
ispiranja deterdZenata imali priblizno jednake intenzitete (236 + 26 EU, n = 24), za razliku od
pikova u kromatogramima uzoraka pripravljenih s ispiranjem deterdzenata ¢iji su intenziteti
znatno varirali (193 £ 68 EU, n = 24).
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Slika 43. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu uzorka IgG Pool 3_3 analiziranog nakon analize uzoraka
pripravljenih bez ispiranja deterdZenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani (plavo), u odnosu na
baznu liniju u kromatogramu uzorka 1gG Pool 3_1 analiziranog na pocetku analize seta uzoraka (zeleno) i baznu
liniju u kromatogramu uzorka IgG Pool 3 2 analiziranog nakon analize 16 uzoraka (crveno). Uzorci su
pripravljeni u acetonitrilu, w(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani metodom HILIC-UPLC u linearnom
gradijentu od 25 do 38 % volumnog udjela 200 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku
od 0,4 mL min* tijekom 25 minuta. Vi = 40 pL, Tyoione = 60 °C, Tysoraka = 5 °C, Aex = 250 NM, Aey = 428 nm. EU
— jedinica emisije

Navedeni problemi nisu bili prisutni u prijasnjoj metodi, te se postavilo pitanje jesu li
necisto¢e u uzorcima posljedica neucinkovitog prociS¢avanja fluorescentno obiljezenih
glikana na hidrofilnoj 0,2 pum GHP plo¢ici. Da bi se to provjerilo, ponovljen je eksperiment
deglikozilacije 1gG-a (300 pg, provedeno osam puta) na Omega 10k membrani bez ispiranja
deterdZenata, ali s proGiiéavanjem fluorescentno obiljeZenih glikana na celulozi (0,1 g mL™ u
vodi) uz ispiranje hladnim 96 %-tnim ili 98 %-tnim acetonitrilom u vodi te sa 100 %-tnim
acetonitrilom. Dobiveni su podjednaki rezultati te je eksperiment jo§ jednom ponovljen, ali s
pro¢i§¢éavanjem na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru i celulozi (0,1 g mL™ u vodi) uz ispiranje
hladnim 80 %-tnim acetonitrilom u vodi. Svaki uvjet je testiran po osam puta obradom oko
300 pg IgG-a, kao u ranijim eksperimentima. Cak i u slu¢aju pro¢i$éavanja na celulozi uz 80

%-tni acetonitril u kromatogramima je uo¢en znatan pomak nagiba bazne linije (Slika 44), sto
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iskljucuje promjenu nacina prociS¢avanja u razvijenoj metodi kao uzrok novonastalog

problema.
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Slika 44. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramima uzoraka glikana lgG-a pripravljenih bez ispiranja
deterdzenata prije deglikozilacije na Omega 10k membrani, te pro¢i¢enih na celulozi (0,1 g mL™ u vodi) uz
ispiranje hladnim 80 %-tnim acetonitrilom u vodi. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) =
20:80, te analizirani metodom HILIC-UPLC u linearnom gradijentu od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol
L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min™ tijekom 25 minuta. Vinj = 40 uL, Tiotone
=60 °C, Tysoraka = 3 °C, dex = 250 nm, Aey = 428 nm. EU — jedinica emisije

Buduc¢i da je jedina znacajnija razlika izmedu prijasnje metode deglikozilacije IgG-a u otopini
uz procis¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na celulozi s 80 %-tnim acetonitrilom u
vodi i novorazvijene metode deglikozilacije na Omega 10k membrani uz proc¢is§¢avanje na
celulozi u istim uvjetima zapravo upotreba Omega 10k membrane, zakljuceno je da je uzrok
promjene nagiba kromatografske bazne linije sama membrana. Buduéi da je pomak bazne
linije bio ve¢i u kromatogramima uzoraka koji su deglikozilirani bez prethodnog uklanjanja
deterdzenata s membrane, pretpostavljeno je da neki od koriStenih deterdZenata nije

kompatibilan s membranom u smislu njezine inertnosti na prisustvo deterdzenta.

4.8.1. Inertnost Omega 10k membrane u prisustvu deterdzenata

Kompatibilnost deterdzenata za denaturaciju IgG-a (SDS u vodi (y = 13,3 g L) i igepal CA-
630 u vodi (¢ = 4 %)) te pufera za deglikozilaciju (1x koncentrirani pufer PBS) s Omega 10k
filtar plo¢icom ispitana je nakon S§to je uo¢en problem s pomakom nagiba kromatografske

bazne linije, kako je opisano u Poglavlju 3.5.3.3. Uzorci su pripravljeni bez 1gG-a, pa svaki
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predstavlja svojevrsnu negativnu kontrolu. Fluorescentno obiljezeni uzorci proc¢iséeni su na
celulozi (0,1 g mL™ u vodi) uz ispiranje hladnim 80 %-tnim acetonitrilom, buduéi da se sa
sigurno$¢u moze re¢i da ovaj nacin proc¢iS¢avanja ne uzrokuje pomak nagiba kromatografske
bazne linije.

U kromatogramima svih pet skupljenih i fluorescentno obiljezenih frakcija ispiranja
Omega 10k plocice ultra ¢istom vodom bazna linija bila je ravna, dok je u kromatogramu
uzorka koji je sadrzavao sve otopine koje se inafe koriste za denaturaciju i deglikozilaciju

zabiljezen mali pomak nagiba bazne linije (Slika 45).
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Slika 45. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramu uzorka koji sadrzi otopine za denaturaciju i deglikozilaciju
IgG-a (SDS, igepal CA-630, 5x koncentrirani PBS, crveno) obradenog na Omega 10k membrani, u odnosu na
baznu liniju u kromatogramima skupljenih frakcija ispiranja Omega 10k membrane ultra ¢istom vodom (zeleno).
Uzorci su nakon fluorescentnog obiljezavanja pro¢isceni na celulozi (0,1 g mL™ u vodi) uz ispiranje hladnim 80
%-tnim acetonitrilom u vodi. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani
metodom HILIC-UPLC uz linearni gradijent od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata
pH 4,4 u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min* tijekom 25 minuta. Viy = 40 pL, Tygione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C,
Aex = 250 nm, Jem = 428 nm. EU — jedinica emisije

Nakon ispiranja kolone od zaostataka necisto¢a koje uzrokuju pomak nagiba kromatografske
bazne linije analiziran je sljedec¢i set uzoraka: Voda 1, uzorak koji sadrzi samo SDS, Voda 2,
uzorak koji sadrzi samo igepal CA-630, Voda 3, uzorak koji sadrzi samo 5x koncentrirani
PBS, Voda_4. Na Slici 46 je vidljivo da igepal CA-630 uzrokuje najve¢i pomak nagiba
kromatografske bazne linije. Slican eksperiment je napravljen i deglikozilacijom uzorka koji
je sadrzavao samo SDS, igepal CA-630 i PBS na Milipore Immobilon-P PVDF membrani, te
je kao rezultat dobivena ravna bazna linija. Tako je potvrdeno da je uzrok pomaka nagiba

kromatografske bazne linije nekompatibilnost igepala CA-630 i Omega 10k membrane.
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Slika 46. Pomak nagiba kromatografske bazne linije uzorka koji sadrzi samo SDS (plavo), uzorka koji sadrzi
samo igepal CA-630 (crveno) te uzorka koji sadrzi samo 5x koncentrirani PBS (ruzi€asto) obradenih na Omega
10k membrani, u odnosu na kromatografsku baznu liniju uzoraka Voda 1, 2, 3 i 4 (zeleno). Nakon
fluorescentnog obiljezavanja uzorci su pro¢iséeni na celulozi (0,1 g mL™ u vodi) uz ispiranje hladnim 80 %-tnim
acetonitrilom u vodi. Uzorci su pripravljeni u acetonitrilu, yw(uzorak, acetonitril) = 20:80, te analizirani metodom
HILIC-UPLC u linearnom gradijentu od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4
u acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min? tijekom 25 minuta. Vi = 40 uL, Tioione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex =
250 nm, Aem = 428 nm. EU — jedinica emisije

Budu¢i da primjena Omega 10k membrane znatno povecava osjetljivost metode priprave
glikana 1gG-a za analizu teku¢inskom kromatografijom, ali ta membrana nije inertna na
prisustvo igepala CA-630, problem se pokusao rijesiti ispiranjem membrane s 1x 10 pL, 3x
10 pL, 2x 50 pL ili 1x 100 pL otopine igepala CA-630 u vodi (¢ = 4 %), nakon Cega je
membrana isprana jo$ s 2x 100 pL ultra ¢iste vode. Potom su na membranu naneseni uzorci
IgG-a u otopini (oko 25 pg, n = 24), koji su dalje obradeni prema optimiranom protokolu. Ni
u jednom kromatogramu uzoraka nije uofen pomak nagiba bazne linije, ali su koeficijenti
varijacija udjela povrsina pikova u ukupnoj povrsini svih pikova bili izrazito visoki, ¢ak i
nakon ispiranja ploc¢ice s 10 puL 4 %-tnog igepala CA-630 u vodi, $to se pokazalo
najpovoljnijim (samo za 1 kromatografski pik CV je bio <5 %, za 2 kromatografska pika od 5
% do 10 %, za 4 kromatografska pika od 10 % do 15 %, te za ¢ak 17 kromatografskih pikova
> 15 %, Tablica 21). U nekim eksperimentima su dobivene nesto bolje vrijednosti
koeficijenata varijacije ako je Omega 10k membrana prethodno isprana s 10 uL. 4 %-tnog

igepala CA-630 u vodi, ali se ovaj postupak pokazao nereproducibilnim.
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Tablica 21. Ispiranje Omega 10k AcroPrep filtar plo¢ice s otopinom igepala CA-630 u vodi (¢ = 4 %) prije
deglikozilacije uzoraka 1gG-a (25 pg) uz proci§¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na 0,2 pm GHP filtru
uz 95 %-tni acetonitril (ohladen na 4 °C). Naveden je broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom
varijacije (CV).n=24

CV/% | 1x10 pL 3x 10 pLL 2x50 pL.  1x 100 pL
O0do5 1 0 0 0

5do 10 2 2 2 2

10 do 15 4 3 5 4
>15 17 19 17 18

4.9. Usporedba deglikozilacije u otopini i na Omega 10k membrani uz

prociséavanje na celulozi i hidrofilnom GHP filtru

Usporedene su Cetiri razlicite metode priprave glikana 1gG-a za njihovu analizu metodom
HILIC-UPLC, kako je opisano u Poglavlju 3.10. Svaka od metoda je testirana po osam puta s
priblizno 300 pg 1gG-a, s tim da je u slucaju deglikozilacije na Omega 10k membrani kori$ten
IgG u 0,1 mol L™ amonijevom formijatu. Usporedene su sljede¢e metode: deglikozilacija u
otopini uz pro¢i§¢avanje na celulozi s 80 %-tnim acetonitrilom u vodi (A) i proci§¢avanje na
hidrofilnom 0,2 um GHP filtru uz 96 %-tni acetonitril u vodi (B), deglikozilacija u otopini uz
filtriranje uzoraka kroz Omega 10k membranu radi uklanjanja proteina prije fluorescentnog
obiljezavanja glikana (C), te deglikozilacija na Omega 10k membrani bez ispiranja
deterdzenata (D). Svi uzorci koji su filtrirani ili deglikozilirani na Omega 10k membrani
procisceni su nakon fluorescentnog obiljezavanja glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru
uz 96 %-tni acetonitril u vodi.

U kromatogramima uzoraka koji su deglikozilirani na Omega 10k membrani uocen je
znaajan pomak u nagibu bazne linije, a isto tako, iako nes$to manji, i u kromatogramima
uzoraka koji su samo profiltrirani nakon deglikozilacije kroz Omega 10k membranu. Stoga ti
kromatogrami nisu dalje obradivani. Budu¢i da su prilikom prve analize uzorci analizirani
tekuc¢inskom kromatografijom redoslijedom A, B, C, D (vidi iznad), postojala je moguénost
da je izrazeni pomak u nagibu bazne linije u kromatogramima uzoraka D zapravo rezultat

djelomi¢no zaostalog i akumuliranog igepala na kromatografskoj koloni, a ne odraz zaostale
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koli¢ine deterdzenta u uzorcima. Zbog toga je po dva uzorka iz svake skupine analizirano
obrnutim redoslijedom: D, C, B, A, izmedu ¢ega je po dva puta injektirana ultra ¢ista voda,
kako bi se vidjelo prenosi li se pomak u nagibu bazne linije u kromatograme kasnije
injektiranih uzoraka. I u ovom sluc¢aju je dobiven isti rezultat, S najve¢im pomakom u nagibu

bazne linije u kromatogramima uzoraka D (Slika 47).

8.00 10.00 1200 1400 16.00 13.00 2000 22.00 2400 26.00
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Slika 47. Pomak nagiba bazne linije u kromatogramima uzoraka 1gG-a deglikoziliranih na Omega 10k membrani
(uzorci D, crveno), te u kromatogramima uzoraka deglikoziliranih u otopini i profiltriranih kroz Omega 10k
membranu (uzorci C, zeleno) u odnosu na baznu liniju u kromatogramima uzoraka deglikoziliranih u otopini i
pro¢is¢enih na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru uz 96 %-tni acetonitril u vodi (uzorci B, plavo) ili na celulozi (0,1
g mL™ u vodi) uz 80 %-tni acetonitril u vodi (uzorci A, crno). Uzorci C i D su nakon obiljezavanja pro¢is¢eni na
hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru uz 96 %-tni acetonitril u vodi. Pripravljeni uzorci pro¢i§¢enih fluorescentno
obiljezenih glikana u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80, analizirani su metodom HILIC-UPLC u
linearnom gradijentu od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u acetonitrilu
pri protoku od 0,4 mL min’! tijekom 25 minuta. Vip; = 40 uL, Tioione = 60 °C, Tyoraka = 5 °C, Aex = 250 NM, Aem =
428 nm. EU — jedinica emisije

Pikovi u kromatogramima uzoraka deglikoziliranih u otopini imali su sli¢ne intenzitete (A:
121 £ 35 EU, B: 151 £ 55 EU, C: 119 + 24 EU), dok je deglikozilacija na Omega 10k
membrani rezultirala otprilike dvostruko veé¢im intenzitetima pikova (D: 276 + 48 EU), n =8
u svim sluc¢ajevima. Pikovi u kromatogramima uzoraka A i B su integrirani i normalizirani
prema standardnom postupku. U kromatogramima uzoraka procis¢enih na celulozi s hladnim
80 %-tnim acetonitrilom u vodi koeficijenti varijacije udjela povrSine pojedinih pikova u
ukupnoj povrsini svih pikova su za 22 pika bili <5 %, a za 2 pika od 5 % do 10 %, n = 8, dok
su u kromatogramima uzoraka proc¢is¢enih na hidrofilnom GHP filtru uz hladni 96 %-tni
acetonitril koeficijenti varijacije bili za 16 pikova <5 %, za 3 pika od 5 % do 10 %, te za 5

pikova od 10 % do 15 %, n = 8. lako su procis¢avanjem na celulozi u ovom konkretnom
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eksperimentu postignuti bolji koeficijenti varijacija nego pro¢is¢avanjem na hidrofilnom GHP
filtru, s obzirom na ranije navedene probleme s periodicnom pojavom pikova celuloze
(Poglavlje 4.3.) u pojedinim kromatogramima, deglikozilacija u otopini s procis¢avanjem
fluorescentno obiljeZenih glikana na 0,2 um hidrofilnom GHP filtru uz hladni 96 %-tni
acetonitril u vodi odabrana je kao optimalna i najjeftinija metoda priprave glikana IgG-a za

analizu tekuc¢inskom kromatografijom.

4.10. Pokusaj poveéanja osjetljivosti metode priprave glikana 1gG-a za

analizu teku¢inskom kromatografijom

U eksperimentima u kojima je deglikozilacija 1gG-a radena na Omega 10k membrani
postignuti su i do dva puta veci intenziteti kromatografskih pikova u odnosu na pikove u
kromatogramima uzoraka deglikoziliranih u otopini. Razlog tome je §to se deglikozilacijom
na Omega 10k membrani prilikom nano$enja uzorka uklanjaju soli (0,1 mol L™ amonijev
formijat) zbog Cega je reakcija deglikozilacije teorijski u€inkovitija, te nakon deglikozilacije
filtrat sadrzi slobodne glikane bez proteinskog dijela 1gG-a, §to za posljedicu ima i
ucinkovitiju reakciju obiljezavanja fluorescentnom bojom. S obzirom na probleme s
nekompatibilno§¢u Omega 10k membrane s igepalom CA-630, te razlike izmedu pojedinih
plocica, osjetljivost optimirane metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz proc¢is¢avanje na
hidrofilnom GHP filtru se pokusala povecati dodatnim testiranjem Milipore Immobilon-P
PVDF membrane, i to konkretno filtriranjem reakcijske smjese nakon deglikozilacije 19gG-a
radi uklanjanja proteinskog dijela prije fluorescentnog obiljeZavanja slobodnih glikana.
Paralelno je napravljena deglikozilacija na Immobilon-P PVDF membrani, prema protokolu e)
opisanom u Poglavlju 3.5.2, te filtriranje kroz Immobilon-P membranu nakon deglikozilacije
u otopini opisane u Poglavlju 3.6.1. Za deglikozilaciju je koristeno 1,25 U PNGaze F
(Promega). Oba eksperimenta su napravljena u po 16 puta obradom oko 300 ug IgG-a.
Slobodni glikani su nakon obiljeZzavanja fluorescentnom bojom proc¢is¢eni od suviska
reagensa na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u vodi.
Deglikozilacija na membrani je kao i u ranijim eksperimentima rezultirala vrlo varijabilnim

intenzitetima kromatografskih pikova (24 £ 19 EU, n = 16), s tim da je intenzitet pikova u
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kromatogramima 5 od 16 uzoraka bio nizi od 10 EU. Filtriranje kroz membranu je suprotno
tome rezultiralo uniformnijim i viS§im intenzitetima kromatografskih pikova (96 + 10 EU, n =
16), te niskim koeficijentima varijacije udjela povrsine pojedinih pikova u ukupnoj povrsini
svih pikova (za 22 od 24 kromatografska pika CV je bio <5 %, a za 2 kromatografska pika od
5 % do 10 %). U sljede¢em eksperimentu je ispitano koliki utjecaj na osjetljivost metode ima
filtriranje reakcijske smjese kroz Immobilon-P membranu nakon deglikozilacije na nacin da
su paralelno pripravljeni uzorci koji nakon deglikozilacije jesu ili nisu filtrirani kroz
Immobilon-P membranu (za svaki uvjet eksperiment je proveden 12 puta obradom oko 350 pg
IgG-a). Rezultati su pokazali da, suprotno od oc¢ekivanog, samo neki od uzoraka koji su nakon
deglikozilacije filtrirani kroz membranu imaju veci intenzitet kromatografskih pikova u

odnosu na pikove u kromatogramima uzoraka koji nisu filtrirani kroz membranu (Slika 48).
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Slika 48. Usporedba intenziteta pikova u kromatogramima uzoraka filtriranih kroz Milipore Immobilon-P PVDF
hidrofobnu membranu (SF_lgG) nakon deglikozilacije 1gG-a u otopini i kromatogramima uzoraka Kkoji nisu
filtrirani kroz membranu nakon deglikozilacije (BF_IgG). Slobodni glikani su nakon obiljezavanja pro¢i§¢eni na
hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u vodi. Pripravljeni uzorci prociséenih
fluorescentno obiljezenih glikana u acetonitrilu, y(uzorak, acetonitril) = 20:80, analizirani su metodom HILIC-
UPLC u linearnom gradijentu od 25 do 38 % volumnog udjela 100 mmol L™ amonijeva formijata pH 4,4 u
acetonitrilu pri protoku od 0,4 mL min* tijekom 25 minuta. Viy = 40 pL, Tyoione = 60 °C, Tyzoraka = 5 °C, Aex = 250
nm, Aem = 428 nm. EU — jedinica emisije

BF_IgG SF_1gG

Paralelno su na isti nain deglikozilirani i uzorci cjelokupnih proteina plazme, za §to je 10
uL plazme denaturirano nakon dodatka 20 pL SDS-a u vodi (y = 20 g L™), te dalje obradeno
prema istom protokolu kao i IgG. Ni u ovom slu¢aju nije zamije¢eno znacajno poboljSanje
intenziteta kromatografskih pikova. U uzorcima koji su profiltrirani kroz Immobilon-P

membranu nakon deglikozilacije uoceno je nastajanje karakteristicnog taloga proteina nakon
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dodatka smjese za fluorescentno obiljezavanje glikana, te dodatkom acetonitrila netom prije
prenoSenja na hidrofilnu GHP membranu, za §to je razlog najvjerojatnije nizak kapacitet
Immobilon-P membrane za vezanje proteina. S obzirom na neznatno povecéanje intenziteta
pikova u kromatogramima uzoraka koji su filtrirani nakon deglikozilacije kroz Immobilon-P
membranu u odnosu na pikove u kromatogramima nefiltriranih uzoraka te na dodatni trosak
koji predstavlja uvodenje ovog koraka (membrana se moze koristiti samo jednom), uzorci su
dalje pripravljani bez filtriranja, a razvijena metoda dodatno je testirana i validirana kako je

opisano u nastavku.

4.11. Validacija razvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz

procis¢avanje obiljezenih glikana na hidrofilnom filtru

4.11.1. Analiza varijacije pojedinih koraka razvijene metode priprave glikana IgG-a za analizu

tekuc¢inskom kromatografijom

Varijacija koju unose pojedini koraci razvijene metode priprave i analize glikana 1gG-a
(deglikozilacija, obiljezavanje slobodnih glikana fluorescentnom bojom, procis¢avanje
obiljezenih glikana od suviSka reagensa, te analiza proci$¢enih glikana metodom HILIC-
UPLC) ispitana je na nacin da su uzorci spojeni u odredenim koracima priprave, te nakon
mijeSanja ponovno razdijeljeni, ¢ime se uklanja varijacija koju unose svi prethodni koraci
analize, kako je opisano u Poglavlju 3.13.1., Slika 11. Uzorak IgG-a je alikvotiran u dvije
plocice tako da je u svakoj jazici bilo po 100 pg IgG-a. Alikvoti uzoka su osuSeni u vakuum
centrifugi prije deglikozilacije u otopini.

Rezultati analize uzoraka D bi teorijski trebali imati najvise koeficijente varijacije udjela
povrsine pojedinih pikova u ukupnoj povrsini svih pikova s obzirom da uzorci nisu spojeni
niti u jednom koraku, te konac¢ni rezultat sadrzi pogresku cjelokupne metode. Medutim, iz
Tablice 22 je vidljivo da ovi uzorci imaju najnize koeficijente varijacije udjela povrSine
kromatografskih pikova. Usporedbom s pikovima u kromatogramima ostalih uzoraka (A, B,
C i E) vidljivo je da svi odreda imaju vrlo niske koeficijente varijacije (za 18 do 20
kromatografskih pikova CV je bio < 5 %), koji su na razini pogreske kromatografske metode
(vidi Tablicu 9 — Validacija metode HILIC-UPLC).
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Usporedbom koeficijenata varijacije udjela povrSina pojedina¢nih glikanskih pikova (GP1
do GP24) u kromatogramima svake skupine uzoraka opcenito se ne uocava ocekivani trend
porasta koeficijenata varijacije u nizu E~ C < B < A< D, osim za GP18 (Slika 49). Medutim,
vidljivo je da se radi o vrlo malim vrijednostima koeficijenata varijacije. Za samo 5 od
ukupno 24 kromatografskih pikova neka od vrijednosti CV-a visa je od 5 %, te je ocekivane
razlike najvjerojatnije zbog toga teSko uociti. Vrlo niski koeficijenti varijacije i njihova
raspodjela bez odredenog trenda i/ili znacajnih skokova izmedu pojedine skupine uzoraka
znae da niti jedan od koraka u pripravi uzoraka ne unosi znacajnu pogreSku u konacni

rezultat analize.

Tablica 22. Analiza varijacije novorazvijene metode priprave glikana 19G-a za analizu tekuc¢inskom
kromatografijom (HILIC-UPLC). Uzorci su spajani u razli¢itim koracima analize te nakon mije$anja ponovno
razdijeljeni u novu plo¢icu, kako bi se uklonila varijacija svih prethodnih koraka. A — uzorci spojeni nakon
deglikozilacije u otopini, B — uzorci spojeni nakon obiljezavanja slobodnih glikana 2-AB-om, C — uzorci spojeni
nakon procis¢avanja fluorescentno obiljeZenih glikana na hidrofilnom GHP filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u
vodi, D — uzorci nisu spajani niti u jednom koraku, E - uzorci koji su nakon cjelokupne priprave spojeni,
promijesani i alikvotirani u novu PCR plo¢icu, radi testiranja varijacije koju unosi samo kromatografska analiza.
Naveden je broj kromatografskih pikova s odredenim koeficijentom varijacije (CV). n =24 (A do D), n =96 (E)

CV/% A B C D E
0do5 20 18 20 20 20
5do 10 1 4 3 4 2
10 do 15 3 2 1 0 1
>15 0 0 0 0 1

Kromatografskom analizom triju setova uzoraka E (E1, E2 i E3) u periodu od tri dana
uoceno je da su za udjele povrSina 12 kromatografskih pikova u kromatogramima seta E2
koeficijenti varijacija nesto visi nego u ostala dva seta analiziranih uzoraka (Slika 50). Bitno
je naglasiti da se radi o malim pikovima za koje je poznato da su podlozniji veéim
varijacijama (vidi Sliku 14) buduéi da su njihove povrSine ¢esto na granici kvantifikacije, a
nalaze se uz velike kromatografske pikove, zbog ¢ega i male promjene u kromatografskom
razdvajanju znatno utjec¢u na udio povrsine koju navedeni mali pikovi zauzimaju u ukupnoj
povrsini svih pikova u kromatogramu. Isto tako, budu¢i da se radi o malim udjelima povrSine
I promjene od primjerice 0,01 % ili 0,02 % znatno povecavaju koeficijent varijacije udjela

povrsina navedenih pikova u ukupnoj povrsini.

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati

112

GP1 GP2 GP3 GP4
12,0 4,0 12,0 1,0
10,0 100
30 038
8,0 8,0
® ® ) ® 06
S 60 S 20 S 60 S
4 4 3 3 o4
40 4,0
1,0
2,0 2,0 02
0,0 00 00 00
E C B A D E C B A D E c B A D E C B A D
GP5 GP6 GP7 GP8
1,0 30 04
20,0
038
16,0 03
06 2,0
xR x 0
S 3 s S o
o O 04 o [
80 10
4,0 0.2 ot
0,0 00 0,0 00
E C B A D E C B A D E C B A D E C B A D
GP9 GP10 GP11 GP12
04 1,0 1,6 16
14 14
03 08 1,2 12
f § 0,6 = 1,0 = 1,0
0,2 = 08 = 08
S > ) :
© © 04 3 06 3 06
0,1 02 0,4 0,4
02 02
0,0 0,0 0,0 00
E C B A D E C B A D E C B A D E C B A D
GP13 GP14 GP15 GP16
60 1,0 14 1,0
12
5.0 038 g 038
40 .
® x 06 N = 06
> 30 ~ <~ 7 <
3 3 04 3 o 3 04
2,0
10 02 ' 02
00 00 ! 0,0
E C B A D E C B A D E ¢ B A D E C B A D
GP17 GP18 GP19 GP20
2,0 12 12 10,0
16 10 10 8,0
038 038
® 12 < < = 60
S S 06 S 06 S
3 os 3 3 3 10
04 04
04 02 02 20
00 00 0,0 0,0
E C B A D E C B A D E C B A D E C B A D
GP21 GP22 GP23 GP24
30 60 16 18
25 50 14 16
12 14
2,0 4,0 12
z z £ £ 0
N > 30 > 08 S o8
o o o 0,6 o g
1,0 2,0 g 06
04 04
05 1,0 02 02
00 00 00 00
E C B A D E C B A D E C B A D E C B A D

Slika 49. Analiza varijacije novorazvijene metode priprave glikana 1gG-a za analizu tekuéinskom
kromatografijom (HILIC-UPLC). Uzorci su spajani u razli¢itim koracima analize te nakon mije$anja ponovno
razdijeljeni u novu ploc¢icu, kako bi se uklonila varijacija svih prethodnih koraka. E - uzorci koji su nakon
cjelokupne priprave spojeni, promijesani i alikvotirani u novu PCR plo¢icu, radi testiranja varijacije koju unosi
samo kromatografska analiza, C — uzorci spojeni nakon procis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana na
hidrofilnom GHP filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u vodi, B — uzorci spojeni nakon obiljezavanja slobodnih
glikana 2-AB-om, A — uzorci spojeni nakon deglikozilacije u otopini, D — uzorci nisu spajani niti u jednom
koraku. n = 24 (A do D), n =96 (E)
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Slika 50. Analiza varijacije novorazvijene metode priprave glikana 1gG-a za analizu tekuéinskom
kromatografijom (HILIC-UPLC). Svih 96 uzoraka je spojeno nakon deglikozilacije u otopini te pro¢i§¢avanja
fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi,
promijesano i alikvotirano u novu PCR ploéicu, radi testiranja varijacije koju unosi samo kromatografska analiza
(tamnosivo, E). Uzorci su analizirani u ukupno tri seta uzoraka (svijetlosivo, E1 do E3) u periodu od tri dana. E1
— prva Cetiri stupca uzoraka, analizirana prvi dan, E2 — druga &etiri stupca uzoraka, analizirana drugi dan, E3 —
zadnja Cetiri stupca uzoraka, analizirana tre¢i dan. n = 32 (E1 do E3), n = 96 (E)
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4.11.2. Ponovljivost i rigidnost metode — utjecaj dana i analitiCara na varijaciju metode

Ponovljivost optimirane metode (utjecaj dana), te njezina rigidnost (utjecaj analitiCara)
odredena je analizom po jedne plocice s 96 uzoraka od strane triju analitiCara u istim danima
u razmaku od tri tjedna (Poglavlje 3.13.2.). Svaki analiti¢ar je napravio cjelovitu pripravu
uzoraka: iz pocetnih uzoraka plazme izoliran je IgG, prema standardnoj metodi opisanoj u
Poglavlju 3.13.2.1., a svaka ploc¢ica je sadrzavala 14 standarda (istih pocetnih uzoraka
plazme). 1gG je nakon suSenja u vakuum centrifugi deglikoziliran u otopini uz 1,25 U
PNGaze F (Promega), a fluorescentno obiljezeni glikani su proc¢isé¢eni na hidrofilnom 0,2 um
GHP AcroPrep filtru (Pall) uz ispiranje s na 4 °C ohladenim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi
optimiranom metodom opisanom u Poglavljima 3.13.2.2 i 3.13.2.3. Fluorescentno obiljezeni
procisceni glikani su analizirani validiranom metodom HILIC-UPLC.

Usporedbom kromatograma standarda analiziranih od strane triju analitiCara u dva
razli¢ita dana u razmaku od tri tjedna vidljivo je da standardi na plo¢icama 1 i 3 imaju nesto
vecu varijabilnost pikova GP1, GP2, GP3, GP5, GP7, GP10, GP11, GP13 i GP20 u odnosu na
standarde na ostalim ploc¢icama (Slike 51 i 52, Tablica 23). Isto tako, u kromatogramima
standarda na ploCici 3 uocava se $irok raspon vrijednosti udjela povrSine gotovo svih
glikanskih pikova u ukupnoj povrsini, §to moze biti posljedica jednog ili nekoliko mjerenja
koja odstupaju od ostalih te povecavaju varijabilnost. Vazno je napomenuti da su za
usporedbu uzeti u obzir kromatogrami svih uzoraka, ukljucujuéi i one u kojima su povrsine
pikova bile ispod granice kvantifikacije (omjer signala i Suma bazne linije < 10), $to je

najvjerojatnije razlog uocenih odstupanja.
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Slika 51. Utjecaj analiticara i dana na ponovljivost razvijene metode deglikozilacije IgG-a u otopini uz
proc¢iScavanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96 %-tnim
acetonitrilom u vodi. Prikazan je udio povrSine koji zauzimaju glikanski pikovi GP1 do GP12 standarda u
ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu s obzirom na analitiara i dan priprave uzoraka. Analiticar 1 -
plavo, analiti¢ar 2 — crveno, analitiGar 3 — zeleno. Plo¢ice 1, 2 i 3 su pripravljene isti dan, a plo¢ice 4, 51 6 isti
dan tri tjedna kasnije. n = 14
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Slika 52. Utjecaj analiticara i dana na ponovljivost razvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz
proc¢iScavanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pym GHP filtru s hladnim 96 %-tnim
acetonitrilom u vodi. Prikazan je udio povrSine koji zauzimaju glikanski pikovi GP13 do GP24 standarda u
ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu s obzirom na analitiCara i dan priprave uzoraka. Analitiar 1 -
plavo, analitiCar 2 — crveno, analiti¢ar 3 — zeleno. Plo¢ice 1, 2 i 3 su pripravljene isti dan, a plo¢ice 4, 51 6 isti

dan tri tjedna kasnije. n = 14
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Tablica 23. Ponovljivost novorazvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz pro¢iséavanje fluorescentno
obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi i analizu
HILIC-UPLC-om obzirom na dan priprave i analize uzorka i na analiti¢ara. Prikazana je srednja vrijednost
udjela povrsine pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu =+ standardna
devijacija tog udjela povrsine (SD). n = 14

Kromatografski Analiti¢ar 1 Analiti¢ar 2 Analiti¢ar 3
pik Dan 1 Dan 2 Dan 1 Dan 2 Dan 1 Dan 2
GP1 0,14 £ 0,06 0,12+ 0,02 0,10+ 0,02 0,11+0,03 0,12+0,03 0,11 +0,02
GP2 0,63 +0,11 0,57+ 0,04 0,60 + 0,03 0,55+0,03 0,60+ 0,06 0,56 +0,04
GP3 0,32 +0,19 0,14 + 0,06 0,15+ 0,04 0,12+0,03 0,28+0,23  0,15+0,07
GP4 18,82+ 0,55 18,98+0,29 | 19,26+0,20 19,27+0,36 | 19,20+ 1,87 19,10 + 0,26
GP5 0,32+0,13 0,21 0,05 0,23 +£0,03 0,20+ 0,03 0,26+0,11 0,21+0,05
GP6 4,77+0,19 4,88 + 0,08 5,01 £0,06 491+0,13 4,78+ 0,42 4,90+ 0,09
GP7 0,74 £0,28 0,55+0,03 0,60 + 0,04 0,55+0,03 0,72+0,24 0,57+ 0,05
GP8 18,10£0,37 1845+0,22 | 18,61+£0,13 18,66+0,28 | 18,51 £1,69 18,51+0,20
GP9 9,90 £ 0,26 9,84 +0,13 10,10+ 0,08  9,89+0,23 10,13+£0,76  9,91+0,15
GP10 491+0,12 497+ 0,07 5,06 £0,03 4,99 + 0,07 4,83+0,30 4,97+0,05
GP11 0,80 £ 0,08 0,74 +£0,02 0,73 +£0,03 0,71+ 0,04 0,81+0,13 0,75+£0,04
GP12 1,33+0,13 1,28 +£ 0,03 1,37 + 0,06 1,26 £ 0,06 1,32+0,22 1,28+0,08
GP13 0,51+0,20 0,33 +£0,05 0,36 + 0,05 0,32 + 0,04 0,49+0,38 0,34+0,09
GP14 14,74+ 0,71 15,34+£0,29 | 15,77+0,23 1535+0,21 | 15,21 £1,17 15,32+ 0,26
GP15 2,19+0,17 2,12+ 0,07 2,18+ 0,06 2,07 +0,07 2,14+£0,50 2,10+ 0,06
GP16 3,42 £0,25 3,22 +0,09 3,12+ 0,06 3,21 £ 0,08 347+0,74 3,27+0,11
GP17 1,20 £ 0,25 1,14+ 0,10 1,08 £ 0,05 1,09 + 0,12 1,19+£0,79 1,09+ 0,06
GP18 10,44+0,31 10,68 +0,20 | 10,28 +0,28 10,63+0,15 | 10,23 +0,34 10,63+0,18
GP19 1,81+0,15 1,79+0,06 | 1,60+0,08 1,67+0,14 | 1,51+0,58 1,71+0,07
GP20 0,62+029 0,49+0,10 | 0,38+0,05 0,46+0,12 | 0,64+0,94 0,46+0,11
GP21 0,68 +0,13 0,68 +£0,05 0,53 +0,05 0,70 £0,31 0,61+0,48 0,65+0,10
GP22 020+0,08 0,16+0,02 | 0,12+0,02 0,14+0,03 | 0,18+0,25 0,13+0,04
GP23 1,75+0,11  1,74+0,03 | 147+0,14 1,67+0,15 | 1,48+028 1,68+0,10
GP24 1,65+ 0,15 1,60 + 0,06 1,31+0,13 1,50+ 0,16 1,31+£0,44 159+0,14

Kako bi se usporedili rezultati ovisno o tome koji analiti¢ar je pripravljao uzorke zbrojene su
vrijednosti udjela povrSine pika u ukupnoj povrsini svih pikova za svaki kromatografski pik
standarda s obje plocice koje je pripravio isti analiti¢ar: analiticar 1 — plocCice 1 i 4, analiticar 2
— plocice 2 i 5, analiticar 3 — plocice 3 i 6. Rezultati su prikazani na Slikama 53 i 54, te u
Tablici 24.
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Slika 53. Utjecaj analitiCara na ponovljivost razvijene metode deglikozilacije IgG-a u otopini uz proci§¢avanje
fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi.
Prikazan je udio povrSine koji zauzimaju glikanski pikovi GP1 do GP12 standarda u ukupnoj povrsini svih
pikova u kromatogramu s obzirom na analitiara. Svaki analitiCar je pripravio po dvije ploCice uzoraka u
vremenskom razmaku od tri tjedna. n = 28
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Slika 54. Utjecaj analitiCara na ponovljivost razvijene metode deglikozilacije IgG-a u otopini uz proci§¢avanje
fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi.
Prikazan je udio povrSine koji zauzimaju glikanski pikovi GP13 do GP24 standarda u ukupnoj povr$ini svih

pikova u kromatogramu s obzirom na analitiara. Svaki analitiCar je pripravio po dvije ploCice uzoraka u
vremenskom razmaku od tri tjedna. n = 28

Irena Trbojevi¢ Akmaci¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 120

Tablica 24. Ponovljivost novorazvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz pro¢iséavanje fluorescentno
obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi i analizu
HILIC-UPLC-om obzirom na razli¢ite analiti¢are. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrsine pojedinog
kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu + standardna devijacija tog udjela

povrsine (SD). n = 28

Kromatografski pik Analiticar 1 Analiticar 2 Analiticar 3
GP1 0,13 +£0,05 0,11£0,02 0,12 +0,03
GP2 0,60 +0,09 0,57+ 0,04 0,58 £0,05
GP3 0,23 +0,17 0,13 +0,04 0,21+0,17
GP4 18,90 £ 0,44 19,26 £0,29 19,14 £1,22
GP5 0,27+0,11 0,21 +£0,04 0,23 £ 0,09
GP6 4,82 +0,15 496 £0,11 4,84 +£0,29
GP7 0,64 +£0,21 0,57 +0,04 0,64 +£0,18
GP8 18,28 + 0,35 18,63 + 0,22 18,51 +1,10
GP9 9,87+0,20 9,99 £ 0,20 10,00+ 0,51
GP10 4,94+0,10 5,02 £ 0,06 4,91+0,21
GP11 0,77 £ 0,07 0,72 +£0,03 0,77 + 0,09
GP12 1,30£0,10 1,31 +0,08 1,30+ 0,16

GP13 0,42 +0,17 0,34 £ 0,05 0,40 £ 0,26
GP14 15,04 + 0,62 15,56 + 0,31 15,27 0,78
GP15 2,15+0,13 2,12+ 0,08 2.11+033
GP16 3,32+ 0,21 3,17 0,08 3,36+ 0,49
GP17 1,17+0,19 1,09 + 0,09 1,13+0,52
GP18 10,56 + 0,28 10,45 + 0,28 10,45 + 0,33
GP19 1,80+ 0,11 1,63+0,12 1,62+ 0,39
GP20 0,56 +0,23 0,42+0,10 0,54 + 0,62
GP21 0,68 +0,10 0,61 £0,24 0,63 +0,32
GP22 0,18 £0,06 0,13 +£0,02 0,15+£0,16
GP23 1,75+ 0,08 1,57 0,17 1,60+ 0,22
GP24 1,63+0,11 1,40 + 0,17 1,47 +£ 0,34

Kako bi se usporedili rezultati ovisno o danu priprave uzoraka u periodu od tri tjedna zbrojene
su vrijednosti udjela povrsine pika u ukupnoj povrSini svih pikova za svaki kromatografski
pik standarda s tri plo¢ice koje su pripravljene isti dan od strane triju analitiCara. Rezultati su

prikazani na Slici 55 i u Tablici 25.
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Slika 55. Utjecaj dana na ponovljivost razvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz proci§¢avanje
fluorescentno obiljeZenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi.
Prikazan je udio povrSine koji zauzima svaki glikanski pik (GP1 do GP24) standarda u ukupnoj povrsini svih
pikova u kromatogramu s obzirom na dan priprave i analize uzorka. Izmedu prvog i drugog dana protekla su tri

tjedna. Svakog dana su pripravljene po tri plo¢ice od strane triju analiticara. n = 42
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Tablica 25. Ponovljivost novorazvijene metode deglikozilacije 1gG-a u otopini uz pro¢iséavanje fluorescentno
obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru s hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi i analizu
HILIC-UPLC-om unutar razli¢itih dana, te ukupna ponovljivost u vremenskom razmaku od tri tjedna. Unutar
svakog dana uzorke su pripravila tri razlidita analiti¢ara. Prikazana je srednja vrijednost udjela povrSine
pojedinog kromatografskog pika u ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramu + standardna devijacija tog
udjela povr§ine (SD). n = 42 (pojedini dan), n = 84 (ukupna ponovljivost)

Kromatografski pik Dan1 Dan 2 poLrjllrj\L/JIFj)ir\]/%st
GP1 0,12 + 0,04 0,11 +0,02 0,12 + 0,04
GP2 0,61 +0,08 0,56 £ 0,03 0,58 +£0,06
GP3 0,25 +0,18 0,14 + 0,06 0,19+0,14
GP4 19,08 + 1,04 19,12+ 0,32 19,10 £ 0,75
GP5 0,27+0,11 0,21 £ 0,05 0,24 + 0,09
GP6 4,86 £0,27 4,89 +0,10 4,88 +£0,20
GP7 0,68 +0,21 0,56 +0,04 0,62+0,16
GP8 18,40 + 0,92 18,54 + 0,25 18,47+ 0,66
GP9 10,04 + 0,43 9,88 +0,17 9,95+0,33
GP10 4,94+ 0,19 4,97 + 0,06 496+0,14
GP11 0,78 £0,09 0,73 + 0,04 0,75 +0,07
GP12 1,34+0,15 1,27 £ 0,06 1,31£0,11
GP13 0,45v 0,24 0,33 +£0,06 0,39+0,18
GP14 15,24 + 0,87 15,33 £0,25 15,29 £ 0,62
GP15 2,17 +0,28 2,10 £ 0,07 2,13 +0,20
GP16 3,33+0,44 3,23+0,10 3,28+0,31
GP17 1,15+ 0,44 1,11 +0,10 1,13+£0,31
GP18 10,32 + 0,32 10,65+ 0,17 10,49 + 0,30

GP19 1,65+ 0,34 1,72+£0,11 1,69 £ 0,25
GP20 0,54+ 0,53 0,47+0,11 0,50+ 0,37
GP21 0,61 +0,27 0,67+0,19 0,64 +£0,23
GP22 0,16 £0,14 0,14 0,03 0,15+0,10
GP23 1,58 £ 0,22 1,70+ 0,11 1,64 +£0,18
GP24 1,43 + 0,30 1,57+0,13 1,50 + 0,24

Budu¢i da je svaka od Sest pripravljenih i analiziranih ploCica sadrzavala i realne uzorke,
varijacije rezultata analize tih uzoraka usporedene su s varijacijama analize svih standarda
kako bi se potvrdilo da metoda moze detektirati bioloske promjene u glikozilaciji. Osim toga,
svi standardi pripravljeni novom metodom u razmaku od tri tjedna usporedeni su sa
standardima pripravljenima prilikom analize glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti crijeva i

zdravih ispitanika, kako bi se vidjelo je li nova metoda manje varijabilna, te moze li
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detektirati i manje bioloske promjene u glikozilaciji. Vazno je napomenuti da je omjer signala
i Suma bazne linije za neke pikove u kromatogramima pojedinih uzoraka pripravljenih novom
metodom bio na granici ili ispod granice kvantifikacije (S/N < 10), budu¢i da je masa
pocetnog IgG-a uzetog za analizu (150 pg do 250 ug) bila manja od mase uzete prilikom
analize glikana IgG-a kod upalne bolesti crijeva (350 ug do 400 pg). Kako bi se nakon
isklju¢ivanja navedenih uzoraka prije obrade podataka mogli dobiti prividno bolji rezultati,
prikazani su svi uzorci (U1, S_N1) i samo oni ¢iji kromatografski pikovi su iznad granice
kvantifikacije (U2, S_N2) (Slike 56 i 57).

Vidljivo je da je varijabilnost novorazvijene metode deglikozilacije 19G-a u otopini uz
procis¢avanje glikana nakon fluorescentnog obiljezavanja na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru s
hladnim 96 %-tnim acetonitrilom u vodi dovoljno niska za detekciju bioloskih promjena u
glikozilaciji u periodu od tri tjedna, ¢ak i kad uzorke pripravljaju tri analitiCara. Varijacija
udjela povrsine koju zauzima vecéina kromatografskih pikova u ukupnoj povrsini svih pikova
glikoma 1gG-a u standardnim uzorcima znatno je manja od varijacije udjela povrsine koju ti
isti pikovi imaju u ukupnoj povrsini svih pikova glikoma 1gG-a zdravih ljudi, osim u sluéaju
manjih kromatografskih pikova GP1, GP3, GP5, GP7, GP13 i pikova sijaliniziranih
glikoformi GP17, GP20, GP21 i GP22 gdje je varijacija metode podjednaka bioloskoj
varijaciji u glikozilaciji testiranih uzoraka. VaZno je napomenuti da su manje zastupljeni
pikovi i ina¢e podloZniji vecoj varijaciji (vidi Sliku 14), buduci da su ¢esto vrlo blizu granice
kvantifikacije. Usporedbom varijacija udjela povrSine pojedinih kromatografskih pikova u
ukupnoj povrsini svih pikova u kromatogramima standarda pripravljenih novorazvijenom
metodom te metodom prethodno koristenom za pripravu glikana IgG-a kod upalne bolesti
crijeva moze se uociti poboljsanje u stabilnosti metode, odnosno manje varijacije
kromatografskih pikova GP4, GP8, GP9, GP10, GP16, GP18, GP23, GP24 u odnosu nha staru
metodu, §to omogucava pouzdaniju detekciju manjih promjena u zastupljenosti tih glikoformi.
Izrazito je bitno smanjenje varijabilnosti analize sijaliniziranih glikoformi (kromatografski
pikovi GP23 i GP24), budu¢i da je razina sijalinizacije vazna za proupalno, odnosno
protuupalno djelovanje 19G-a, te je mogucnost osjetljivije kvantifikacije sijaliniziranih

glikana od velikog znacaja.
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Slika 56. Usporedba bioloske varijacije u glikozilaciji (U) i varijacije novorazvijene metode deglikozilacije 1gG-
a u otopini uz prociséavanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 pm GHP filtru s hladnim 96
%-tnim acetonitrilom u vodi i analizu HILIC-UPLC-om (S_N). Prikazana je i varijacija standarda pripravljenih
starom metodom prilikom analize glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti crijeva (S_S, n = 35). 1 — prikazani su

svi analizirani uzorci (ny; = 473, ns n; = 81), 2 — prikazani su uzorci ¢iji kromatografski pikovi su iznad granice
kvantifikacije(ny, = 434, ns n2 = 73)
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Slika 57. Usporedba bioloske varijacije u glikozilaciji (U) i varijacije novorazvijene metode deglikozilacije IgG-
a u otopini uz proc¢is¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom 0,2 um GHP filtru s hladnim 96
%-tnim acetonitrilom u vodi i analizu HILIC-UPLC-om (S_N). Prikazana je i varijacija standarada pripravljenih
starom metodom prilikom analize glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti crijeva (S_S, n = 35). 1 — prikazani su
svi analizirani uzorci (ny; = 473, ns n; = 81), 2 — prikazani su uzorci ¢iji kromatografski pikovi su iznad granice
kvantifikacije(ny, = 434, ns N2 = 73)
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§ 5. RASPRAVA

Imunoglobulin G (IgG) je najzastupljenija vrsta antitijela u ljudskoj plazmi i ujedno najvise
proucena u smislu glikozilacije. Brojna istrazivanja uputila su na vaznost glikozilacije IgG-a
za njegovu funkciju, prvenstveno kao regulatora aktivacije ADCC-a (ovisno o fukozilaciji),*®
te proteina koji moze djelovati proupalno ili protuupalno (ovisno o sijalinizaciji).®’
Glikozilacija 1gG-a proucavana je u razli¢itim kroni¢nim, upalnim i autoimunim bolestima, od

8284 i sistemskog eritemskog lupusa do alergija i upalne bolesti

reumatoidnog artritisa
crijeva.t*?® Jako su u mnogim istrazivanjima uo&ene promjene u N-glikozilaciji 1gG-a ili
promjene na razini N-glikoma plazme ili seruma u nekoj od bolesti, nerijetka je pojava da se
zbog nedovoljno razvijene metodologije, loSeg eksperimentalnog dizajna i/ili malog broja
analiziranih uzoraka rezultati ne mogu u potpunosti ponoviti. Nereproducibilnost analiti¢kih
rezultata predstavlja velik problem buduci da je cilj vecine istrazivanja otkriti potencijalni
biomarker na koji bi se u buducnosti trebala oslanjati dijagnoza bolesti i terapija. S obzirom
na navedeno, zadnjih nekoliko godina intenzivno se radi na razvoju, optimizaciji i
automatizaciji visokoproto¢nih metoda analize glikozilacije koje omogucavaju analizu
velikog broja uzoraka u relativno kratkom vremenu, prvenstveno tekucinskom
kromatografijom (UPLC), spektrometrijom masa (LC-MS, MALDI-MS), te kapilarnom gel-
elektroforezom (CGE). Osim razvoja novih analitickih metoda, radi se i na razvoju statistickih
metoda analize dobivenih podataka, koji se u dana$nje vrijeme broje u stotinama, a sve ¢esce i

u tisu¢ama.

5.1. Metoda HILIC-UPLC omogucéuje reproducibilnu i brzu analizu N-
glikana IgG-a

Nedavnim razvojem metodologije za analizu N-glikana postalo je dostupno nekoliko razli¢itih
visokoproto¢nih metoda, od kojih svaka ima svoje prednosti i nedostatke (Poglavlje 2.3.2.),"
te se prema tome medusobno nadopunjuju. Za analizu N-glikana IgG-a u ovoj disertaciji

koriStena je metoda tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti, budu¢i da su
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metode deglikozilacije, fluorescentnog obiljezavanja glikana i razli¢ite metode prociS¢avanja
glikana prije analize metodom UPLC bile razvijene, objavljene i u prakti¢noj primjeni.

Analiza 1000 uzoraka (ne uzimajuci u obzir analizu standarda) zahtijevala bi teorijski oko
25 dana neprestanog rada kromatografskog sustava, ne racunaju¢i vrijeme potrebno za
promjenu otapala, kalibraciju i uravnotezavanje sustava na pocetne uvjete. Budu¢i da se radi o
tako dugom vremenu analize, treba uzeti u obzir faktore koji mogu utjecati na razdvajanje
kromatografskih pikova i reproducibilnost analize, a mozda ne dolaze do izrazaja prilikom
analize samo nekoliko uzoraka, kao §to je primjerice starenje kolone. Posljedica su razli¢iti
rezultati na pocetku i pri kraju analize uzoraka istrazivane populacije, $to povecava pogresku
metode i smanjuje mogucénost detektiranja manjih bioloskih promjena u glikozilaciji.
Alternativa tako dugoj analizi na jednom kromatografskom sustavu je analiza uzoraka na dva
ili viSe istih kromatografskih sustava, pri ¢emu se smanjuje vrijeme analize, a time i utjecaj
starenja kolone na analiticke rezultate. Medutim, male razlike u rezultatima analize uzoraka
na dva, iako jednaka, kromatografska sustava, prvenstveno zbog malih razlika u kolonama,
takoder smanjuju pouzdanost i osjetljivost analize. Zbog svega navedenog, u sklopu ove
doktorske disertacije je prije analize glikozilacije 1gG-a napravljena validacija metode UPLC
temeljene na hidrofilinim interakcijama (Poglavlje 4.1.).

Pokazano je da su koristene pokretne faze (100 mmol L™ amonijev formijat pH 4,4 i 100
%-tni acetonitril) stabilne unutar 24 sata. Uo¢ene su male varijacije u vremenu zadrZavanja
spojeva koji kasnije eluiraju s kolone, najvjerojatnije zbog malih promjena u koncentraciji i
pH uslijed isparavanja amonijeva formijata,®® ali bez ogitog utjecaja na kvalitetu
kromatografskog razdvajanja (Slike 12 i 13, Tablica 8). Ponovljivost analize bila je vrlo
dobra, bez obzira radi li se o injektiranju uzorka iz iste bocice ili iz razli¢itih bo¢ica, s tim da
su uoceni nesto visi koeficijenti varijacije u slucaju kromatografskih glikanskih pikova ¢ije
povrsine zauzimaju manje od 1 % ukupne povrsine svih pikova u kromatogramu (Slika 14).
To je ocekivano budué¢i da su povrsine tih pikova blizu granice kvantifikacije te su stoga
podlozniji veéim varijacijama uslijed varijacija u Sumu kromatografske bazne linije.
Validirana metoda se pokazala robusnom pri malim promjenama temperature kolone (60 + 2
°C), valnih duljina detekcije (Zex = 250 £ 2 nm, Jem = 428 £ 2 nm), te protoka pokretne faze
(0,400 + 0,005 mL min™), $to omoguéava pouzdanu analizu &ak i u sluaju malih fluktuacija
u stabilnosti kromatografskog sustava (Tablica 10). Robusnost metode je ispitana i s obzirom

na analiti¢ara koji pripravlja uzorke za analizu, te kromatografski sustav i proizvodnu seriju
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kolone. Pokazalo se da je metoda robusna neovisno o analiti¢aru koji pripravlja uzorke ili
samom kromatografskom sustavu, dok najve¢i utjecaj na rezultate ima proizvodna serija |
starost kolone, pri ¢emu se na kolonama s podjednakim brojem prethodno analiziranih
analizirana na dva kromatografska sustava s kolonama iz iste proizvodne serije i podjednakim
brojem prethodnih injektiranja uzoraka. Time je znatno smanjeno cjelokupno vrijeme analize,
a istovremeno je smanjen i utjecaj starenja kromatografske kolone na rezultate, $to je

provjeravano injektiranjem standardnog uzorka glikana IgG-a tijekom analize svih uzoraka.

5.2. Glikozilacija 1gG-a je kod upalne bolesti crijeva promijenjena

Promjene u glikozilaciji 1gG-a objavljene su u nekoliko ranijih istraZivanja,***? &iji rezultati
su upucivali na smanjenu galaktozilaciju l1gG-a pacijenata koji boluju od upalne bolesti
crijeva. Medutim, navedena istraZivanja su radena na malom broju ispitanika (67, odnosno
160%%), te su proucavane isklju¢ivo nesijalinizirane glikoforme, zbog €ega u potpunosti
nedostaje informacija o upalnoj aktivnosti 1gG-a. Isto tako, budué¢i da se navedena dva
istrazivanja medusobno ne slazu oko korelacije razine galaktozilacije s C-reaktivnim
proteinom koji je pokazatelj upalne reakcije, dovodi se u pitanje pouzdanost navedenih
rezultata. S obzirom na nedavni razvoj metodologije za analizu glikana, te rezultate genetickih
istrazivanja koja su pokazala da su geni koji sudjeluju u glikozilaciji 19G-a (IKZF1, LAMBL,
MGATS3, IL6ST i BACH2) povezani s upalnom bolesti crijeva,' cilj ove doktorske disertacije
bio je analizirati glikozilaciju 1gG-a na gotovo tisucu pacijenata koji boluju od Chronove
bolesti ili ulceroznog kolitisa, te zdravih ispitanika validiranom metodom HILIC-UPLC.
Nakon proci§¢avanja podataka (detaljnije opisano u Poglavlju 4.2. Rezultata) analizirana je
glikozilacija 1gG-a kod ukupno 699 pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva (od kojih
471 pacijent boluje od ulceroznog kolitisa, a 228 pacijenata boluje od Crohnove bolesti), te
kod 105 kontrolnih zdravih ispitanika.

Usporedbom zastupljenosti pojedina¢nih glikanskih struktura i deriviranih parametara u
glikomu 1gG-a kod pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti, pacijenata koji boluju od
ulceroznog kolitisa te kod kontrolnih zdravih ispitanika, uocen je veéi udio negalaktoziliranih
struktura, odnosno manji udio galaktoziliranih struktura, u glikomu lgG-a pacijenata koji

boluju od upalne bolesti crijeva u odnosu na zdrave ispitanike. Opcenito je veca i redovito
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statistiCki znacajna razlika uoc¢ena usporedbom pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i
zdravih ispitanika, nego primjerice usporedbom pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa i
zdravih ispitanika. Razlog tome mozZe biti bioloski — da je intenzitet promjene u ulceroznom
kolitisu u odnosu na zdrave ispitanike manji, ali osim toga i metodoloski — da se zbog
varijacije primijenjene analiticke metode nije mogla sa statistickom znacajno$¢éu potvrditi
razlika izmedu ove dvije skupine ispitanika. Zanimljivo je da je analizom
monogalaktoziliranih i digalaktoziliranih struktura uvrdeno da su pacijenti koji boluju od
Crohnove bolesti i pacijenti koji boluju od ulceroznog kolitisa imali podjednak udio
monogalaktoziliranih struktura (G1), statisti¢ki znacajno nizi nego kod kontrolnih ispitanika.
Zastupljenost digalaktoziliranih struktura (G2) kod pacijenata koji boluju od ulceroznog
kolitisa i zdravih ispitanika je sli¢na i visa je nego kod pacijenata koji boluju od Crohnove
bolesti (Slika 22). Omjer udjela negalaktoziliranih i galaktoziliranih glikoformi IgG-a (G0/G)
statisti¢ki je znacajno razliCit u sve tri analizirane skupine ispitanika, sto djelomic¢no potvrduje
rezultate prethodnih istrazivanja, gdje je omjer GOF/G2F (koji bi u ovoj studiji odgovarao
omjeru GP4/GP14) predlozen kao dijagnosticki marker za upalnu bolest crijeva, buduéi da je
omogucio razlikovanje pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i zdravih ispitanika, te
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i onih koji boluju od ulceroznog kolitisa.** Vazno
je uociti da omjer GO/G predstavlja omjer 1 fukoziliranih 1 nefukoziliranih negalaktoziliranih 1
svih galaktoziliranih glikoformi. Veca zastupljenost negalaktoziliranih glikoformi 1gG-a (Cak
i > 55 %) karakteristi¢na je za stanje aktivne upale u organizmu te je uocena i u jo§ nekim
upalnim bolestima, primjerice reumatoidnom artritisu®* Poznato je i da udio

negalaktoziliranih glikoformi raste starenjem,%%8’

ali je ovaj porast izrazeniji kod Zena, Ciji
IgG sadrzi od 20 % negalaktoziliranih glikoformi u 20-im godinama do oko 40 % u 60-im
godinama, dok je kod muskaraca taj udio oko 25 % i vise-manje je konstantan.>® Vazno je
napomenuti da porast negalaktoziliranih struktura u glikomu IgG-a starijih osoba ne doseze
vrijednosti opazene u upalnim stanjima, ali upucuje na vaznost eksperimentalnog dizajna
istrazivanja u smislu dobi i spola pacijenata i kontrolnih ispitanika. S obzirom da je poveéanje
udjela negalaktoziliranih glikoformi uoceno i u drugim bolestima, ova promjena, iako
znacajna, nije specificna isklju¢ivo za upalnu bolest crijeva. Pojedina istrazivanja su
sugerirala da negalaktozilirane glikoforme 1gG-a povecavaju njegovu proupalnu aktivnost na

nacin da nedostatak galaktoza povecava izlozenost manoza srzne strukture te omogucava

vezanje na manoza-vezujuc¢i lektin (eng. mannose binding lectin, MBL) koji aktivira put
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komplementa.® Medutim, miSevi bez MBL-a nisu pokazali razli¢itu aktivnost
negalaktoziliranih i galaktoziliranih glikoformi IgG-a u nekoliko razli¢itih modelnih sustava

>>88 1o je utjecaj galaktoze na aktivnost 1gG-a do danas nerazjasnjen.

in vivo,

Analizom zastupljenosti monogalaktozilirane glikoforme FA2[6]G1 (kromatografski pik
GP8, Slika 19) takoder je opazen trend povecanja udjela u nizu C < U <K, s niskom, iako ne i
statisticki znacajnom, vrijednoséu pc i k = 0,0006. Nasuprot tome, udio sli¢ne glikoforme
FA2[3]G1 (kromatografski pik GP9, Slika 20), s jedinom razlikom da je galaktoza vezana na
drugu antenu, raste u nizu U < C < K. Kineti¢ka istrazivanja su pokazala da enzim f-1,4-
galaktozil-transferaza I, koji veze krajnju galaktozu na GIcNAc glikana ima deset puta nizi
Kwm za vezanje Gal na 1-6-antenu u odnosu na Ky za vezanje Gal na 1-3-antenu. U skladu s
tim su i rezultati istrazivanja strukture enzima, koji su pokazali da 1-6-antena ostvaruje
maksimalan broj interakcija s enzimom, budu¢i da ima ve¢u konformacijsku stabilnost. Zbog
velikog afiniteta enzima za vezanje 1-6-antene glikana pri visokim koncentracijama dolazi do
inhibicije enzima supstratom. Pri niskim koncentracijama N-glikana se, prema tome,
preferentno galaktozilira 1-6-antena, dok se pri visokim koncentracijama preferentno
galaktozilira 1-3-antena.®® Promjena koncentracije supstrata bi mogao biti jedan od
mehanizama promijenjene galaktozilacije FA2 glikoforme 1gG-a kod upalne bolesti crijeva u
odnosu na zdrave ispitanike.

Zanimljivo je da su prethodna israzivanja pokazala da se zastupljenost strukture FA2[6]G1
(GP8) smanjuje 1 sa staro$c¢u, dok to nije slucaj sa strukturom FA2[3]G1 (GP9).58

U sklopu ove doktorske disertacije prvi puta su proucena i druga svojstva glikozilacije
IgG-a kod upalne bolesti crijeva osim galaktozilacije. Primjerice, iako je poznato da je
sijalinizacija izrazito vazna za aktivnost IgG-a, budu¢i da vezanje sijalinske kiseline mijenja

aktivnost IgG-a iz proupalne u protuupalnu,®’*°

ovo svojstvo nije prethodno analizirano.
Razlog tome mozda lezi u ¢injenici da je sijalinska kiselina izrazito osjetljiva na varijacije u
eksperimentalnim uvjetima, kao §to su primjerice pH® i temperatura,*’ te razinu sijalinizacije
nije jednostavno kvantificirati pojedinim metodama, primjerice MALDI-MS-om.** Rezultati
su pokazali da je razina ukupne sijalinizacije statisticki znac¢ajno niza u IgG-u pacijenata koji
boluju od Crohnove bolesti u odnosu na pacijente koji boluju od ulceroznog kolitisa, dok je
razina ukupne sijalinizacije 1gG-a pacijenata koji boluju od uceroznog kolitisa i kontrolnih
ispitanika bila podjednaka. Detaljnijom analizom ustanovljeno je da su kod upalne bolesti

crijeva manje zastupljene monosijalinizirane strukture i fukozilirane monosijalinizirane
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strukture, i to u nizu C < U <K, §to je u slucaju IgG-a pacijenata koji boluju od Crohnove
bolesti bilo i statisticki znacajno. Ova je promjena vidljivo izrazena i u IgG-u pacijenata koji
boluju od ulceroznog kolitisa, ali nije dosegnula razinu statisticke znacajnosti. Nasuprot tome,
udjeli disijaliniziranih i fukoziliranih disijaliniziranih struktura 1gG-a pacijenata koji boluju
od upalne bolesti crijeva bili su ili na razini ili nesto visi u odnosu na njihove udjele u 1gG-u
kontrolnih ispitanika, sto se moze objasniti porastom udjela disijaliniziranih struktura koje
imaju rac¢vajué¢i GIcNAc (vidi GP22 i GP24, Slika 21). U slucaju monosijaliniziranih
glikoformi porast udjela ra¢vaju¢eg GlcNAc-a je uocljiv samo u kromatografskom piku GP19
(struktura FA2BG2S1), budu¢i da ostale monosijalinizirane strukture s ra¢vaju¢im GlcNAc-
om zauzimaju samo manji udio veéih kromatografskih pikova GP16b i GP17 (vidi Tablicu 5).
S obzirom na smanjeni udio sijaliniziranih glikoformi IgG-a kod upalne bolesti crijeva, moze
se re¢i da je povecano proupalno djelovanje IgG-a, pa se postavlja pitanje moze li se
intravenozni 1gG (IVI1g), za koji je pokazano da u dozama od 1 g kg™ do 3 g kg™ ima
protuupalno djelovanje, koristiti kao terapija za lijeenje upalne bolesti crijeva.’***%! Jedino
galaktozilirane glikoforme mogu se sijalinizirati, te je logi¢no postaviti pitanje je li smanjenje
sijalinizacije zapravo posljedica smanjene galaktozilacije u upalnoj bolesti crijeva. Kako bi se
pokusalo odgovoriti na to pitanje usporeden je omjer svih galaktoziliranih i svih sijaliniziranih
glikoformi 1gG-a (G/S, Slika 24). Nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u omjeru G/S
izmedu pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva i zdravih ispitanika, iako je omjer G/S
malo niZi kod pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa. Medutim, s obzirom na varijaciju
analize standarda, ne moze se isklju¢iti moguénost da je ova razlika posljedica pogreske same
metode. S obzirom da nije uofena zna¢ajna promjena u omjeru moze se pretpostaviti da je
smanjenje sijalinizacije barem donekle, ako ne 1 ve¢im dijelom, jednostavno posljedica
smanjenja galaktozilacije. Budu¢i da je manje molekula IgG-a galaktozilirano, time je i brzina
sijalinizacije manja.

Ve¢ je ranije spomenut porast udjela disijaliniziranih (GP22, GP24) i monosijaliniziranih
struktura (GP19) koje sadrze rac¢vaju¢i GIcNAc u upalnoj bolesti crijeva, iako je u slucaju
navedenih pojedinacnih kromatografskih pikova ova promjena zamaskirana istovremenom
promjenom u koli¢ini sijalinizacije. Medutim, usporedbom svih glikoformi koje sadrze
ra¢vajuci GlcNAc (derivirani parametar B, Slika 23) uocljiv je jasan trend porasta udjela ovog
parametra u nizu K < U < C. lako se u sklopu ovog istrazivanja promjena udjela ra¢vajuceg

GIcNAc-a nije pokazala statisticki znacajnom, najvjerojatnije zbog manje statisticke snage
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eksperimentalnog dijela istrazivanja i/ili snage koriStenog statistickog testa, vrijednost pcik je
bila vrlo niska (0,0008), te bi vrlo vjerojatno dosegnula statisticku znacajnost u slu¢aju manje
pogreSke metode 1 veceg broja analiziranih uzoraka. Uloga ra¢vajuc¢eg GIcNAc-a dosada nije
u potpunosti razjas$njena, iako je oCito da znacajno mijenja prostorne karakteristike, odnosno
stericka svojstva glikana na koji je vezan. Zanimljivo je da je gen MGAT3, koji kodira za
enzim N-acetilglukozaminil-transferazu 11, prethodno identificiran kao gen povezan s
upalnom bolesti crijeva.*®

Glikoforme 1gG-a koje sadrze srznu fukozu imaju manji afinitet vezanja na receptore
FeyRIIIA,® &ime se smanjuje ADCC.* Iako se udio svih fukoziliranih struktura nije znagajno
razlikovao u lIgG-u pacijenata oboljelih od upalne bolesti crijeva u odnosu na IgG zdravih
ispitanika, uoceno je smanjenje udjela srzne fukoze u nizu K > U > C. Kako je aktivnost
enzima o-1,6-fukozil-transferaze koji dodaje srznu fukozu inhibirana prethodnim vezanjem
racvajuceg GIcNAc-3, za oCekivati je da ¢e povecanje udjela glikoformi koje sadrze racvajuci
GlcNAc za posljedicu imati smanjenje udjela tih istih glikoformi s vezanom srznom fukozom.
lako je ova teza djelomic¢no potvrdena usporedbom udjela ukupnih fukoziliranih glikoformi
(F) 1 udjela svih glikoformi koje sadrze racvaju¢i GlcNAc (B), ovaj obrnuto proporcionalan
odnos nije direktno uocen usporedbom primjerice svih fukoziliranih galaktoziliranih struktura
bez (FG) i s ra¢vaju¢im GlcNAc-om (FBG), fukoziliranih monogalaktoziliranih struktura bez
(FG1) i s ra¢vaju¢im GlcNAc-om (FBG1), fukoziliranih sijaliniziranih struktura bez (FS) i s
ra¢vaju¢im GlcNAc-om (FBS), te fukoziliranih monosijaliniziranih struktura bez (FS1) i s
ra¢vaju¢im GlcNAc-om (GP19). Vidljivo je da su fukozilirane glikoforme bez racvajuceg
GIcNAc-a u pravilu uvijek manje zastupljene kod pacijenata koji boluju od upalne bolesti
crijeva nego kod zdravih kontrolnih ispitanika, dok su, suprotno tome, pripadajuce
fukozilirane strukture s rac¢vaju¢im GlcNAc-om podjednako ili samo neznatno vise
zastupljene kod pacijenata koji boluju od upalne bolesti crijeva u usporedbi sa zdravim
ispitanicima. S obzirom na uoceno (iako ne statisticki znacajno) smanjenje udjela srzne
fukoze u upalnoj bolesti crijeva, moze se pretpostaviti da je povetano vezanje IgG-a za
FcyRIIIA receptore i ADCC, ¢ime se potice uklanjanje kompleksa antigena i antitijela
makrofazima. Ovaj rezultat upucuje da je promijenjena glikozilacija 19G-a, barem u smislu
smanjenja udjela glikoformi sa srznom fukozom, odgovor na upalnu bolest crijeva, a ne njezin
uzrok, budu¢i da je u skladu sa scenarijem povecanog prodiranja bakterija kroz epitel crijeva

¢ime se aktivira imunoloski sustav. Omjer svih fukoziliranih negalaktoziliranih i
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digalaktoziliranih glikoformi (FG0"*/FG2°*) pokazao se statisticki znagajno razli¢itim samo
prilikom usporedbe pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i zdravih ispitanika, odnosno
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa, ali
ne i pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa sa zdravim ispitanicima (Slika 23). Time se

pokazao losijim za razlikovanje triju ispitivanih skupina u odnosu na omjer GO/G.

5.3. Reproducibilnost metoda za analizu glikana potrebno je ispitati na

ve¢em broju uzoraka

Visokoprotocne metode analize glikana podrazumijevaju analizu velikog broja uzoraka u
relativno kratkom vremenu. Medutim, za nekoliko stotina ili tisuéa uzoraka to i dalje
podrazumijeva pripravu i analizu uzoraka u periodu od nekoliko tjedana, a najées¢e mjeseci.
Do danas su objavljene 1 validirane razli¢ite metode deglikozilacije, fluorescentnog
obiljezavanja i proc¢iScavanja glikana, koje sve uglavnom daju podjednako reproducibilne
rezultate u uvjetima validacije. Prilikom izrade ove doktorske disertacije, a i u svakodnevnoj
praksi Laboratorija za glikobiologiju tvrtke Genos, uoceno je da klasi¢na validacija metoda,
gdje se ispituje ponovljivost unutar dana ili izmedu nekoliko dana u kratkom vremenu, na
naj¢eS¢e ne vise od ukupno dvadesetak uzoraka jednostavno nije dovoljna kako bi se
osigurala reproducibilnost metode tijekom perioda cjelokupne analize velikog broja uzoraka.
Odredeni nedostatci koristene metode ¢esto postaju vidljivi tek nakon analize kritiénog broja
uzoraka od nekoliko stotina, uglavnom zbog nacina izvodenja ovakvih eksperimenata. Naime,
opcenito se glikani za visokoproto¢nu analizu pripravljaju upotrebom plocica s 96 jazica koje
omogucuju paralelnu pripravu 96 uzoraka, u pravilu s istim otopinama i reagensima. Sljedeca
plocica se pripravlja drugi dan sa svjeze pripravljenim otopinama, i tako dalje. lako se metoda
priprave pokazala reproducibilnom unutar jednog dana i/ili na manjem broju uzoraka,
najcesce prilikom validacije nije uzeta u obzir njezina sveukupna varijacija s obzirom na
svjeze priprave koriStenih otopina i reagensa, eventualne varijacije u izvedbi koriStenih
komercijalnih plo¢ica, dugo vrijeme analize i slino. Cesto se pojavljuje i tzv. efekt serije
(eng. batch effect), koji karakterizira veca sli¢nost uzoraka pripravljenih u istoj seriji (isti dan
na istoj plocici), nego uzoraka pripravljenih u razliCitim serijama (u razliCite dane na

razli¢itim plo¢icama), §to se moze uociti usporedbom uzoraka standarda pripravljenih na
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razli¢itim plo¢icama. Stvarna reproducibilnost metode tako dolazi do izrazaja tek nakon
priprave veceg broja uzoraka tijekom duljeg vremena.

Prilikom analize glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti crijeva, pri ¢emu je za analizu
pripravljano blizu tisu¢u uzoraka u periodu od nekoliko mjeseci, uo¢eni su odredeni
nedostatci koriStene metode (opisani u Poglavlju 4.3.), koji umanjuju njezinu osjetljivost za
detekciju manjih bioloskih razlika u analiziranim populacijama. Nakon testiranja robusnosti
deglikozilacije 19G-a u otopini uz proc¢is¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana na celulozi
uz 80 %-tni acetonitril u vodi, pokazalo se da vrijeme hladenja na sobnoj temperaturi nakon
denaturacije SDS-om, vrijeme inkubacije s igepalom CA-630, te poglavito temperatura 80 %-
tnog acetonitrila koristenog za procis¢avanje obiljezenih glikana znatno utjeCu na intenzitet i
koeficijente varijacija udjela povrSina kromatografskih pikova. Osim navedenog, koli¢ina
dodanog enzima za deglikozilaciju PNGaze F, te vrijeme obiljeZavanja glikana 2-AB-om
takoder utjecu na intenzitet kromatografskih pikova. S obzirom da veca koli¢ina dodanog
enzima znaci dvostruko vece troSkove, a produljeno vrijeme inkubacije na 65 °C radi
fluorescentnog obiljezavanja glikana uz povecanje ucinkovitosti ujedno uzrokuje
desijalinizaciju,*” optimizacija metode se temeljila na produZenoj inkubaciji sa SDS-om i
igepalom, te upotrebi acetonitrila ohladenog na 4 °C. Igepal CA-630 se dodaje u reakcijsku
smjesu prije PNGaze F kako bi se, dosad nepoznatim mehanizmom, inaktivirao SDS, koji bi u
protivnom denaturirao i samu PNGazu F. Igepal CA-630 pri temperaturi od oko 60 °C tvori
micele, te najvjerojatnije u sluc¢aju prethodno nedovoljno ohladene reakcijske smjese nakon
denaturacije SDS-om nije u mogucnosti u potpunosti neutralizirati SDS, pri ¢emu dolazi do
djelomi¢ne denaturacije PNGaze F. Prilikom upotrebe 80 %-tnog acetonitrila u vodi
hlapljivost acetonitrila uzrokuje povecanje volumnog udjela vode te veéi i neravnomjerni
gubitak glikana prilikom ispiranja suviska reagensa u postupku prociS¢avanja, buduéi da se
povecanjem volumnog udjela vode s celuloze ispiru i hidrofilniji glikani (Slika 27).
Upotrebom prethodno ohladenog acetonitrila smanjuje se njegovo isparavanje i znatna
promjena sastava koriStene smjese acetonitril/voda.

Metoda koristena za pripravu glikana IgG-a prilikom analize glikozilacije kod upalne
bolesti crijeva oslanja se na jednostavnu deglikozilaciju 1gG-a u otopini, nakon Cega se
obiljezavanje slobodnih glikana odvija u istoj reakcijskoj smjesi dodatkom smjese za
obiljezavanje glikana fluorescentnom bojom, bez medukoraka proc¢is¢avanja radi uklanjanja

reagensa iz prethodne reakcije. lako ovakav pristup znatno olakSava i pojednostavljuje
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pripravu glikana, s druge strane smanjuje ucinkovitost sljedec¢ih koraka u pripravi, s obzirom
da prisutnost suviska pufera i deterdZzenata moze ometati deglikozilaciju i/ili obiljezavanje
glikana fluorescentnom bojom. U svrhu povecanja osjetljivosti i potencijalno
reproducibilnosti metode isprobani su razli¢iti objavljeni i modificirani protokoli denaturacije
alternativnim reagensima, te deglikozilacije na dva tipa membrana. Deglikozilacija na
hidrofobnoj Multiscreen Immobilon-P PVDF membrani** se pokazala problemati¢nom buduéi
da je, kako je zakljuCeno na temelju dobivenih rezultata, vezala i sam enzim PNGazu F
koriSten za deglikozilaciju, ¢ime mu je pokretljivost, a time i aktivnost u reakcijskoj smjesi
bila ogranicena. Rezultat je bila deglikozilacija znatno smanjene ucinkovitosti, a dobivena
koli¢ina slobodnih glikana nije bila dovoljna za analizu tekucinskom kromatografijom.
Prethodno objavljena metoda deglikozilacije na Omega 10k MWCO AcroPrep membrani® je
takoder testirana s razli¢itim varijacijama u sklopu ove disertacije. Prvobitni rezultati su bili
vrlo obecavajuéi: metoda je omogucavala uklanjanje soli 1 deterdzenata prije deglikozilacije,
te proteinskog dijela molekule IgG-a nakon inkubacije s PNGazom F jednostavnim
postupkom centrifugiranja, pri ¢emu bi se dobili ,,Cisti slobodni glikani prije reakcije
obiljezavanja 2-AB-om. Rezultat su bili kromatogrami puno visih intenziteta pikova, te je iz
postupka priprave glikana iskljucen korak suSenja IgG-a nakon izolacije iz krvne plazme.
Zanimljivo je da su se od razli¢itih kombinacija reagensa za denaturaciju i1 pufera za
deglikozilaciju najboljim pokazali oni koji su ve¢ rutinski koriSteni u Laboratoriju za
glikobiologiju (SDS i igepal CA-630, uz deglikozilaciju u 1x koncentriranom puferu PBS)
(vidi npr. Sliku 32). Budu¢i da su se ovi prvotni eksperimenti uglavnom bazirali na
optimizaciji postupaka denaturacije, deglikozilacije i obiljeZzavanja slobodnih glikana
fluorescentnom bojom, a procis¢avanje na celulozi se pokazalo nereproducibilnim prilikom
analize velikog broja uzoraka, cilj daljnjeg optimiranja metode priprave glikana bio je razvoj
udinkovitije metode progis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana. Osim celuloze,*
testirani su i Bio-Gel P-6,% silikagel®" i 0,2 um hidrofilni GHP filtar** s razligitim volumnim
udjelima acetonitrila u vodi. Pokazano je da se ispiranjem s 80 %-tnim acetonitrilom u vodi
gubi vecina vezanih glikana sa silikagela i 0,2 um hidrofilnog GHP filtra, §to je vjerojatno
razlog zasto silikagel nije ranije koriSten kao ¢vrsta faza za procis¢avanje obiljezenih glikana,
budu¢i da je dosad objavljena samo njegova potencijalna upotreba uz ispiranje s 80 %-tnim
acetonitrilom u vodi. Smanjeni intenziteti glikanskih pikova, odnosno njihov povecani

gubitak prilikom ispiranja s 80 %-tnim acetonitrilom uocen je i upotrebom celuloze i Bio-
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Gela P-6. Poveé¢anjem volumnog udjela acetonitrila op¢enito Su uoceni visi intenziteti 1 nizi
koeficijenti varijacije kromatografskih pikova (Slike 33 i 34, Tablica 17). Celuloza je u ovoj
fazi optimizacije metode isklju¢ena kao moguca ¢vrsta faza zbog prethodnih problema s
kontaminacijom uzoraka ostatcima celuloze (Slika 25). Silikagel i Bio-Gel su se pokazali
manje prakti¢nima za upotrebu s obzirom da je prilikom njihovog nanosenja na GHP filtar
plo¢icu i mijeSanja nakon dodatka otapala za ispiranje dolazilo do zaostajanja zrna na
nastavcima i Cepljenja nastavaka za pipetu, te prema tome i neravnomjernih gubitaka ¢vrste
faze prilikom postupka procis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana. Isto tako, budu¢i da
se radi o suspenziji, za ocekivati je da se u slucaju dodatka otapala za ispiranje, a bez
mijesanja suspenzije dovodi u pitanje reproducibilnost procis¢avanja. S obzirom na navedeno,
0,2 pwm hidrofilni GHP filtar je odabran kao najjednostavnija, najprakti¢nija i najjeftinija
opcija, s kapacitetom vezanja dovoljnim za proci§¢avanje glikana iz priblizno 750 pg 1gG-a
(Slika 35).

lako je razvijena metoda deglikozilacije na Omega 10k MWCO AcroPrep membrani
omogucavala analizu glikana u samo 25 pg IgG-a (Slika 36), te se nakon testiranja robusnosti
Plackett-Burmanovim dizajnom pokazala priliéno robusnom, jedan od nedostataka bile su
velike varijacije u intenzitetima kromatografskih pikova u pojedinim kromatogramima.
Uoceno je da se svi filtri u 96 jazica plo¢ice ne ponasaju jednako prilikom postupka priprave,
te se pojedini filtri u potpunosti osuse prilikom centrifugiranja. Zapazeno je da upravo uzorci
na tim polozajima u plo€ici imaju izrazito niske intenzitete kromatografskih pikova (< 10
EU). Ovaj problem je uspjeSno rijeSen na nacin da je iskljucen korak ispiranja deterdZenata
centrifugiranjem nakon inaktivacije SDS-a igepalom, a prije deglikozilacije. Isto tako, s
vremenom se pokazalo i da Omega 10k plocica nije kompatibilna s koriStenim deterdzentima,
konkretno igepalom CA-630, sto je uzrokovalo pomak nagiba bazne linije u kromatogramima
I nereproducibilnost metode (vidi Poglavlje 4.8.). Produkt reakcije igepala s filtrom Omega
10k plocice zaostajao je na kromatografskoj koloni Sto je zahtijevalo njezino Cetverosatno
linearno gradijentno ispiranje u ciklusima od sat vremena. Pri tome je sastav pokretne faze
mijenjan od 100 % vode do 100 % acetonitrila u periodu od 30 minuta, te sljedec¢ih 30 minuta
od 100 % acetonitrila do 100 % vode pri protoku od 0,2 mL min™ i temperaturi kolone od 60
°C. Pomak nagiba kromatografske bazne linije bio je manje izrazen u slucaju kad su
deterdzenti isprani s plocCice prije dodatka PNGaze F, $to je bila dodatna indikacija da su

uzrok problema najvjerojatnije koristeni deterdzenti. Medutim, nametnulo se i pitanje
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ucinkovitosti prociS¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana, budué¢i da je u novoj metodi
koristen 100 %-tni acetonitril. Moguc¢e je da se zaostali deterdzenti nisu isprali prilikom
procis¢avanja, te su s filtra eluirali tek u koraku eluiranja glikana dodatkom vode. Ova
mogucnost je iskljucena nakon $to su i u kromatogramima uzoraka 1gG-a denaturiranih i
deglikoziliranih na Omega 10k membrani i pro¢is¢enih uz ispiranje s 80 %-tnim acetonitrilom
u vodi i na celulozi i na hidrofilnom GHP filtru, uo¢eni pomaci nagiba bazne linije. Nakon $to
je serijom eksperimenata ustanovljeno da je igepal CA-630 odgovoran za navedene probleme,
testirano je ispiranje Omega 10k plocice igepalom prije njezine upotrebe, ¢ime je uklonjen
smetajuci produkt reakcije i rijeSen problem pomaka nagiba kromatografske bazne linije.
Nazalost, dodatnim testiranjima se pokazalo da ovakav postupak nije reproducibilan niti
unutar jedne plocice, niti izmedu razli¢itih plo¢ica. Nereproducibilnost deglikozilacije na
Omega 10k membrani zasjenjuje njezine prednosti $to se ti¢e povecanja osjetljivosti metode,
buduci da se analizom velikog broja uzoraka u duljem periodu akumulira i pogreska metode,
koja postaje neprihvatljivo velika ako metoda ve¢ u samom pocetku nije reproducibilna.
Nakon usporedbe deglikozilacije 1gG-a u otopini uz proc¢is¢avanje na celulozi s 80 %-tnim
acetonitrilom i pro¢is¢avanje na 0,2 pm hidrofilnom GHP filtru s 96 %-tnim acetonitrilom te
deglikozilacije na Omega 10k membrani i filtriranja kroz membranu nakon deglikozilacije u
otopini (kako bi se samo uklonio proteinski dio molekule 1gG-a), kao optimalna metoda
odabrana je deglikozilacija u otopini uz pro¢i§¢avanje na 0,2 um hidrofilnom GHP filtru s 96
%-tnim hladnim acetonitrilom u vodi. Iako je osjetljivost ove metode nesto niza u odnosu na
deglikozilaciju na Omega 10k membrani, reproducibilnost je znacajno bolja, $to u konacnici
zna¢i manju kumulativnu pogresku metode prilikom analize velikog broja uzoraka. Isto tako,
buduci da se za procis¢avanje fluorescentno obiljezenih glikana ne koristi celuloza, uklonjena
je mogucnost kontaminacije uzoraka Secernim ostatcima. PokuSajem povecanja osjetljivost
metode filtriranjem uzoraka kroz Milipore Immobilon-P PVDF membranu nakon
deglikozilacije u otopini (Poglavlje 4.10.) postignuti su neznatno bolji rezultati (nesto visi
intenziteti kromatografskih pikova). Provodenjem istog eksperimenta na uzorcima plazme
filtriranjem kroz membranu dobiveni su ¢ak neSto manji intenziteti kromatografskih pikova, a
talog proteina je i dalje bio prisutan u sljedec¢im koracima priprave uzorka, $to je upucivalo na
nizak kapacitet membrane za vezanje proteina. S obzirom na navedeno, rezultati nakon
filtriranja uzoraka kroz Immobilon-P membranu nisu opravdali dodatni troSak uvodenja ovog

koraka.
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5.4. Optimirana metoda deglikozilacije u otopini uz procdiséavanje na

hidrofilnom filtru stabilna je u duljem periodu

U svrhu potencijalne dodatne optimizacije razvijene metode analizirani su udjeli varijacije
koju unose pojedini koraci u metodi priprave glikana 1gG-a za analizu tekucinskom
kromatografijom (Poglavlje 4.11.1.). lznenadujuce, koeficijenti varijacija udjela povrSina
pojedina¢nih kromatografskih pikova u kromatogramima uzoraka koji su ukljuc¢ivali varijaciju
samo pojedinih koraka metode, kao i kromatogramima uzoraka koji su ukljuéivali varijaciju
cjelokupne metode bili su izrazito niski (Slika 49). U slu¢aju da je neki od koraka metode
priprave uzoraka izrazito varijabilan te zahtijeva dodatnu optimizaciju, varijabilnost uzoraka
koji ukljucuju varijaciju tog koraka priprave bila bi znatno visa u odnosu na uzorke koji ne
ukljucuju varijaciju istog koraka priprave. Ovakvim eksperimentom je moguce identificirati
potencijalno problemati¢ne korake u metodi, odnosno one koji znatno povecavaju pogresku
metode. S obzirom na dobivene rezultate, moze se pretpostaviti da svi koraci priprave
podjednako pridonose cjelokupnoj pogresci metode, koja je u konacnici izrazito mala (Tablica
22). Zanimljivo je da je slicnim eksperimentom prilikom analize ukupnih N-glikana plazme
istom metodom priprave ustanovljeno da korak fluorescentnog obiljezavanja glikana unosi
najvecu pogresku, odnosno da je to korak koji je najpodloziji varijaciji (Slika 58).92 Ovaj
rezultat se moze objasniti ¢injenicom da je uzorak plazme daleko sloZeniji od uzorka samo
jednog proteina (IgG-a), budu¢i da sadrzi daleko veéu koncentraciju razli¢itih proteina (1 mg
u 10 uL), te zbog toga najvjerojatnije zahtijeva ,,Cis¢e” reakcijske uvjete kako bi reakcija
obiljezavanja slobodnih glikana bila reproducibilnija. Osim usporedbom pojedinih koraka u
metodi priprave glikana za analizu tekuc¢inskom kromatografijom, usporedbom koeficijenata
varijacije udjela povrSine kromatografskih pikova unutar pojedinih setova uzoraka
analiziranih metodom HILIC-UPLC nije uoc¢ena znacajna razlika ovisno o vremenu analize
pojedinih uzoraka (Slika 50). To je izrazito bitno buduci da se svaka plocica od 96 uzoraka

prosjecno teku¢inskom kromatografijom analizira tri cijela dana.
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Slika 58. Analiza varijacije novorazvijene metode priprave glikana za analizu tekuc¢inskom kromatografijom
(HILIC-UPLC). Uzorci plazme (10 pL) su spajani u razli¢itim koracima analize te nakon mijeSanja ponovno
razdijeljeni u novu plocicu, kako bi se uklonila varijacija svih prethodnih koraka. C — uzorci spojeni nakon
procis¢avanja fluorescentno obiljezenih glikana na hidrofilnom GHP filtru uz hladni 96 %-tni acetonitril u vodi,
B — uzorci spojeni nakon obiljeZavanja slobodnih glikana 2-AB-om, A — uzorci spojeni nakon deglikozilacije u
otopini, D — uzorci nisu spajani ni u jednom koraku. n = 24 (A do D)%

Veé je ranije spomenuta vaznost koriStenja reproducibilne i stabilne metode prilikom
visokoproto¢ne analize glikana, buduci da ona podrazumijeva analizu nekoliko stotina, a ¢esto
i nekoliko tisuc¢a uzoraka u periodu od vise tjedana ili mjeseci. Optimirana metoda je, prema
tome, validirana na nacin da dobiveni rezultati odrazavaju dugoro¢nu stabilnost metode u
okvirima spomenutih istrazivanja. Ponovljivost i rigidnost optimirane metode priprave
glikana za analizu teku¢inskom kromatografijom odredena je analizom po jedne plocice s 96
uzoraka od strane triju analiti¢ara u istim danima u razmaku od tri tjedna (Poglavlje 4.11.2.),
Sto priblizno odrazava realnu situaciju priprave i analize vise stotina do preko tisu¢u uzoraka.
Pokazano je da je vrijednost standardne devijacije udjela povrsine pojedinih kromatografskih
pikova u ukupnoj povrsini svih pikova za vecéinu pikova manja od 0,3 %. Samo su u
kromatogramima uzoraka na plocici broj 3 (pripravljenoj prvog dana od strane AnalitiCara 3)
za tri kromatografska pika odredene nesto vise standardne devijacije ¢ija vrijednost ne prelazi
2 % (Tablica 23). Nesto vece varijacije u udjelima povrsina pojedinih kromatografskih pikova
uocene su i u slucaju plocice broj 1 (pripravljene prvog dana od strane Analiti¢ara 1). Razlog
veéih varijacija u rezultatima u ova dva slucaja nije se mogao pripisati poznatim faktorima.
Budu¢i da su prikazani svi uzorci, povecana varijabilnost je najvjerojatnije posljedica jednog
ili nekoliko uzoraka koji znacajno odstupaju od vecine (najvjerojatnije zbog slabijeg
intenziteta kromatografskih pikova), sto je i vidljivo na Slikama 51 i 52. Usporedbom udjela

povrsine pojedinih  kromatografskin pikova u ukupnoj povrSini svih pikova u
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kromatogramima uzoraka pripravljenih od strane razli¢itih analiticara (Tablica 24), te u
razli¢ite dane (Tablica 25) u periodu od tri tjedna, vidljivo je da je za veéinu kromatografskih
pikova standardna devijacija < 0,5 %. Za svaki kromatografski pik je odredena ukupna
ponovljivost pri ¢emu su analizirani svi pripravljeni uzorci od strane triju analitiara u periodu
od tri tjedna na ukupno 6 ploc¢ica (14 uzoraka po plocici). Vidljivo je da je standardna
devijacija udjela povrsine za 21 pik od ukupno 24 kromatografska pika < 0,4 %, dok je za 3
kromatografska pika izmedu 0,6 % i 0,8 % (Tablica 25).

Konacni cilj ovog eksperimenta bio je pokazati mogucénost metode da detektira bioloske
razlike u glikozilaciji IgG-a te su u tu svrhu na svakoj ploc¢ici pripravljeni i realni uzorci 1gG-
a. Osim toga, varijacija udjela povrSine kromatografskih pikova standarda pripravljenih
novorazvijenom i optimiranom metodom usporedena je s varijacijom pikova standarda
pripravljenih prijasnjom metodom prilikom analize glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti
crijeva. Rezultati su pokazali da su varijacije u kromatogramima standarda za vecinu
kromatografskih pikova znatno manje od bioloske varijacije. lzuzetak su kromatografski
pikovi GP1, GP3, GP5, GP7, GP13, GP17 i GP20, od kojih neki pokazuju i neSto vecu
varijaciju u odnosu na staru metodu (Slike 56 i 57). Medutim, vazno je naglasiti da su ovo
odreda pikovi koji zauzimaju vrlo mali udio ukupne povrsine svih pikova u kromatogramu te
su podloZniji eksperimentalnoj varijaciji. Osim toga, u slu¢aju nove optimirane metode masa
pocetnog uzorka je bila neSto manja nego u slucaju analize glikozilacije u upalnoj bolesti
crijeva starom metodom. Prema tome, djelomi¢no Se naizgled veca varijabilnost
novorazvijene metode moze pripisati razlici u masi pocetnog materijala, koja dolazi do
izrazaja kod analize manje zastupljenih pikova. Isto tako, uocljivo je da velik broj
kromatografskih pikova ima manju varijabilnost u sluc¢aju priprave uzoraka novom metodom,
unato¢ manjoj masi pocetnog uzorka, Sto je posebice vazno za sijalinizirane glikoforme
(kromatografski pikovi GP16, GP18, GP23 i GP24). Budu¢i da su realni uzorci IgG-a
izolirani iz krvne plazme zdravih ispitanika starih izmedu 30 i 45 godina, nije neobi¢no da je
bioloska varijacija pojedinih glikoformi (kromatografskih pikova) relativno mala i na razini
varijacije same metode. Za ocekivati je da ¢e prilikom analize bolesnih i zdravih ispitanika
bioloska razlika u glikozilaciji IgG-a biti znatno veca, te ¢e se mo¢i i detektirati optimiranom
metodom priprave glikana. Razvijena metoda je osim za analizu glikozilacije 1gG-a
primjenjiva i za analizu N-glikozilacije ukupnih proteina plazme,” te najvjerojatnije i za

analizu glikozilacije drugih izoliranih proteina pod uvjetom da je bioloska varijacija veca od
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varijacije same metode. S obzirom da prilikom priprave glikana za analizu tekucinskom
kromatografijom novorazvijenom metodom nije uoCen gubitak sijalinskih kiselina, te je
rijeSen problem kontaminacije uzoraka ostatcima celuloze, ofekuje se da ¢e se njezinom

.....

promjene u glikozilaciji, nego sto je to bilo moguce do sada.

5.5. Smjernice za buducéa istrazivanja

Istrazivanje provedeno u sklopu ove doktorske disertacije je dosad najopseznija analiza
glikozilacije 1gG-a kod upalne bolesti crijeva, na nesto manje od tisucu ispitanika. Po prvi put
je koriStena metoda HILIC-UPLC koja omogucuje razdvajanje glikanskih izomera, te su
analizirana i druga svojstva IgG-a osim galaktozilacije — usporeden je udio sijaliniziranih
glikoformi, te glikoformi koje sadrze srznu fukozu i ra¢vajuc¢i GIcNAc izmedu pacijenata koji
boluju od Crohnove bolesti, pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa, te zdravih
ispitanika. Iako je ovim istrazivanjem dobivena potpunija slika o glikozilaciji IgG-a u upalnoj
bolesti crijeva u odnosu na prethodna istrazivanja, neka pitanja su jo$ uvijek ostala otvorena.
Uzorci za ovo istrazivanje su skupljani retrospektivno, u razli¢itim stadijima bolesti i nakon
Sto je ve¢ zapocela odredena terapija, te detaljne informacije o pacijentima nisu bile dostupne,
zbog Cega nije bilo moguce pratiti eventualnu promjenu glikozilacije tijekom napredovanja
bolesti ili za vrijeme specifi¢ne terapije. Isto tako, tekucinskom kromatografijom je
analizirana glikozilacija ukupnog 1gG-a, dok bi zanimljivo bilo analizirati i glikozilaciju
pojedinih podklasa 1gG-a, primjerice LC-MS-om,®* kako bi se utvrdilo je li promijenjena
glikozilacija 1gG-a kod upalne bolesti crijeva rezultat promjene glikozilacije samo jedne ili
nekoliko podklasa IgG-a. Treba naglasiti kako se trenutno veé¢ intenzivno radi upravo na
pruzanju odgovora na ova pitanja - glikozilacija podklasa 1gG-a ¢e biti analizirana
spektrometrijom masa u oko tri tisu¢e uzoraka. Istovremeno se sakupljaju i novi uzorci
plazme pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti ili ulceroznog kolitisa i zdravih ispitanika s
detaljnijim klinickim podatcima, Sto ¢e upotpuniti sliku o ulozi IgG-a u nastanku i/ili
napredovanju bolesti.

Analizom ove populacije uoceni su odredeni nedostatci koristene metode koji nisu dosli
do izrazaja prilikom analize manjeg broja uzoraka, $to je pokazalo vaznost validacije

koriStenih metoda unutar duljeg perioda, nego §to je to inace Uobicajeno. Od presudne je
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vaznosti stabilnost koristene metode u cjelokupnom periodu priprave uzoraka, buduéi da je
porastom varijacije metode tijekom vremena nemoguce detektirati manje promjene u
glikozilaciji. Idealno bi dakle bilo imati stabilnu metodu koja ne pokazuje efekt serije, te je
robusna s obzirom na osobu koja pripravlja uzorke i vrijeme priprave uzoraka. U praksi je to
cesto vrlo tesko posti¢i, buduci da se odredeni nedostatci metode mogu uociti tek analizom
velikog broja uzoraka, te ih nije uvijek jednostavno niti predvidjeti. Zbog toga je od
presudnog znacaja dobar dizajn eksperimenta u kojem uzorci trebaju biti analizirani na na¢in
da svaka ploCica predstavlja presjek analizirane populacije, S nasumic¢no rasporedenim
podjednakim brojem primjerice pacijenata i kontrola, kako bi se izbjegle lazne razlike koje su
zapravo samo posljedica efekta serije. Izrazito je vazno na svakoj plo€ici imati barem
nekoliko standardnih uzoraka koji omogucavaju kontrolu metode u duljem periodu te isto
tako daju informaciju o postojanju efekta serije. Osim specifiénog dizajna eksperimenata,
visokoprotoéne metode zahtijevaju i posebne statistiCke metode obrade velike koli¢ine

podataka. Budu¢i da se radi o novom konceptu analize ¢iji izazovi se jo§ trebaju pokazati u

buduénosti, eksperimentalne 1 statisticke metode su jos uvijek u razvoju.
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§ 6. ZAKLJUCAK

e Kromatografska metoda HILIC-UPLC je reproducibilna i robusna metoda za analizu N-
glikana 1gG-a, ¢ak i u duljem periodu od nekoliko tjedana i mjeseci, pri ¢emu najveéu
varijabilnost u dobivenim rezultatima uzrokuje starenje kolone.

e Glikozilacija IgG-a je promijenjena u upalnoj bolesti crijeva i to izrazenije kod pacijenata
koji boluju od Crohnove bolesti, nego kod pacijenata koji boluju od ulceroznog kolitisa.

e U upalnoj bolesti crijeva je veca zastupljenost negalaktoziliranih glikoformi IgG-a u
odnosu na zdrave ispitanike.

e  Omijer svih negalaktoziliranih i svih galaktoziliranih glikoformi 19G-a (GO/G) statisticki
je znacajno razli¢it kod sve tri ispitivane populacije. Omjer GO/G najveéi je kod
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti, a najmanji kod zdravih ispitanika.

e Udio monosijaliniziranih glikoformi 1gG-a je smanjen u upalnoj bolesti crijeva, $to je
barem djelomicno posljedica smanjene galaktozilacije.

e lako ispod razine statisticke znacajnosti, udio glikoformi IgG-a sa srZznom fukozom je
manji, a glikoformi s ra¢vaju¢im GIcNAc-om veci u upalnoj bolesti crijeva u odnosu na
zdrave ispitanike.

e Kilasi¢na validacija nije dovoljna kako bi se osigurala potrebna reproducibilnost metoda
za visokoproto¢nu analizu glikana, budu¢i da se pojedini nedostatci metode uocavaju tek
nakon priprave i analize nekoliko stotina uzoraka.

e Plackett-Burmanov dizajn eksperimenta za testiranje robusnosti metode je jednostavan i
brz nacin identifikacije klju¢nih parametara koji utje€u na robusnost metode.

e Metoda koristena za pripravu glikana IgG-a prilikom analize glikozilacije u upalnoj
bolesti crijeva pokazala se u duljem periodu nedovoljno reproducibilnom za detekciju
manjih promjena u N-glikozilaciji.

e Metode deglikozilacije na membranama pokazale su se nedovoljno osjetljivima ili
nereproducibilnima za pripravu N-glikana za analizu tekuc¢inskom kromatografijom.

e Razvijena i optimirana metoda deglikozilacije u otopini uz procis¢avanje fluorescentno
obiljezenih glikana na hidrofilnom GHP filtru uz 96 %-tni acetonitril u vodi stabilna je u

duljem razdoblju ¢ak i prilikom priprave uzoraka od strane triju analitiCara.
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e Novorazvijena metoda priprave glikana za analizu teku¢inskom kromatografijom moze
detektirati bioloske razlike u N-glikozilaciji 1gG-a, kao i ukupnih proteina plazme,
metoda je manje varijabilna pri detekciji udjela sijaliniziranh glikoformi, nego $to je to

bio slucaj s prethodno koristenom metodom priprave glikana.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Seceri:

Fuc F A fukoza

Gal G O galaktoza

GalA - ¢ galakturonska kiselina

GalN - & galaktozamin

GalNAc - O N-acetilgalaktozamin

Glc - O glukoza

GlcA - € glukuronska kiselina

GIcN - N glukozamin

GIcNAC B A N-acetilglukozamin

IdoA - - iduronska kiselina

Kdn - ©  2-keto-3-deoksinononska kiselina
Man M ©®  manoza

ManA - &P manuronska kiselina

ManN - N manozamin

ManNAc - N-acetilmanozamin

Neu5Ac S o N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselina)
Neu5Gc - ¢ N-glikolilneuraminska kiselina
Xyl - W ksiloza

Aminokiseline:

Ala A alanin

Arg R arginin

Asn N asparagin

Asp D aspartat
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Cys
Gln
Glu
Gly
His
lle

I o m O O

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

< <4 v 1vmnmZzXRC

Kratice:

2-AB
2-PB
ADCC

CDG
CGE
CVv
Dol-P
Dol-P-P
DTT
ER

EU

Fab

cistein
glutamin
glutamat
glicin
histidin
izoleucin
leucin
lizin
metionin
fenilalanin
prolin
serin
treonin
triprofan
tirozin

valin

2-aminobenzamid

2-pikolin boran

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

nasljedni poremecaji glikozilacije (eng. congenital disorders of glycosylation)
kapilarna gel-elektroforeza (eng. capillary gel electrophoresis)

koeficijent varijacije (eng. coefficient of variation)

dolikol fosfat

dolikol pirofosfat

ditiotreitol

endoplazmatski retikulum

jedinica emisije (eng. emission unit)

fragment koji veze antigen (eng. fragment antigen binding)
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Fc
GDP
GK
GP
GPI
GU
GuHCl
GWAS
IAA

IL
HILIC

19G
LC
MALDI

MBL
MS
OST
PBS
PNGaza F
PVDF
SD
SDS
SPE
TCEP
TEAB
TNF
Tris
UDP
UPLC

fragment koji kristalizira (eng. fragment crystallizable)

gvanozin-5'-difosfat

Golgijev kompleks

glikanski pik

glikozilfosfatidilinozitolno sidro

jedinica glukoze (eng. glucose unit)

gvanidin hidroklorid

cijelogenomske asocijacijske studije (eng. genome-wide association studies)
jodoacetamid

interleukin

tekuc¢inska kromatografija koja se temelji na hidrofilnim interakcijama (eng.
hydrophilic interaction liquid chromatography)

imunoglobulin G

tekuc¢inska kromatografija (eng. liquid chromatography)

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

manoza-vezujuci lektin (eng. mannose-binding lectin)

spektrometrija masa (eng. mass spectrometry)

oligosaharil-transferaza

fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)

peptidil-N-glikozidaza F

poliviniliden fluorid

standardna devijacija

natrijev dodecil-sulfat (eng. sodium dodecyl sulphate)

ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase extraction)

tris(2-karboksietil) fosfin

trietilamonijev bikarbonat

faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor)
tris(hidroksimetil)aminometan

uridin-5'-difosfat

tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (eng. ultra performance

liquid chromatography)
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