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1. UVOD

1.1 GLIKOBIOLOGIJA

Glikobiologija je relativno mlada grana molekularne biologije koja prou€ava strukturu,
biosintezu, evoluciju i bioloSku funkciju glikana. Pojam glikana obi¢no obuhvaca
oligosaharidne lance vezane na druge bioloske makromolekule (proteine, lipide), Siroko
rasprostranjene u zivim organizmima.

Tijekom revolucije molekularne biologije 1970-ih godina, prou€avanje glikana uglavhom
je kaskalo za prouCavanjem ostalih makromolekula, dijelom zbog njihove strukturne
sloZzenosti, a dijelom zbog poteSko¢a u odredivanju glikanskih sekvenci, naime,
biosintezu glikana nemoguce je neposredno predvidjeti iz DNK predloska. Termin
»glikobiologija“ stvoren je tek 1980-ih godina, zahvaljuju¢i naglom razvoju tehnologije,
posebice masene spektrofotometrije (razvoj ESI-MS i MALDI-MS tehnika)?, koje su
omogucile dublja istrazivanja struktura i funkcija glikana, a prvenstveno je obuhvacao
kombinaciju nacCela biokemije i tradicionalne kemije ugljikohidrata s modernim
razumijevanjem stani¢ne i molekularne biologije glikana, posebno njihovih konjugata s
proteinima i lipidima.

Podrucje glikobiologije je danas brzo rastuce polje prirodnih znanosti, a obuhvaca kemiju
ugljikohidrata, enzimologiju biosinteze i razgradnje glikana, interakciju s receptorima,
ulogu glikana u sloZenim bioloskim sustavima te njihovu analizu ili manipulaciju raznim
tehnikama.*

1.2 MONOSAHARIDI

Prema IUPAC-ovoj definiciji, glikani su sinonim za polisaharide, makromolekule
monosaharida povezanih glikozidnom vezom. No, u teoriji se pod pojmom glikana ¢eSce
misli na ugljikohidratnu podjedinicu glikokonjugata.

Osnovna gradevna jedinica ugljikohidrata su monosaharidi. Monosaharidi (Secéeri) su
molekule koje u svojoj strukturi sadrze karbonilnu skupinu, ili na kraju ugljicnog lanca
(aldoze) ili na ugljiku unutar lanca (ketoze). Monosaharidi se najée$¢e sastoje od 6
ugliikovih atoma (heksoze). Cetiri od $est ugljikovih atoma ima na sebe vezane &etiri
razliCite skupine, stoga heksoze imaju 4 kiralna centra. Skupine vezane na kiralne centre
mogu se vezati na dva stereokemijski razli¢ita naCina, stoga je moguci broj osnovnih
heksoza 16 (24). Seéeri koji se razlikuju u konfiguraciji na samo jednom atomu ugljika
nazivaju se epimeri (npr. D-glukoza i D-galaktoza). Seceri koji se razlikuju u konfiguraciji
na sva Cetiri kiralna centra i odnose se kao zrcalne slike nazivaju se enantiomeri (L-
glukoza i D-glukoza). U prirodi nalazimo monosaharide u D konfiguraciji, iznimka je
fukoza (pentoza) koja se kod sisavaca pojavljuje u L konfiguraciji.



U slobodnoj formi, monosaharide nalazimo u obliku lanca ili prstena, dok se unutar
oligosaharida nalaze iskljuCivo u formi prstena (konfiguracija piranoze). Sami
oligosaharidi mogu biti linearni ili razgranati, a sastoje se od monosaharida povezanih
glikozidnom vezom. Monosaharidi u formi prstena (piranoze) sadrze jedan kiralni
anomerni centar, aldoze na C-1, a ketoze na C-2. Glikozidna veza je kovalentna veza
izmedu ugljika hemiacetalne (aldoze) ili hemiketalne (ketoze) skupine monosaharida i
neke molekule koja sadrzi nukleofilnu skupinu (npr. druga molekula monosaharida).
Ovisno o polozaju nukleofila (najéeSce atoma kisika) u odnosu na anomerni ugljikov atom
i monosaharidni prsten, razlikujemo a-glikozidnu i B-glikozidnu vezu koje mogu biti
odgovorne za razli€ita strukturna obiljezja i bioloSke funkcije sekvenci inaCe identi¢nog
sastava. Utjecaj vrste glikozidne veze najjednostavnije je prikazan na primjeru Skroba i
celuloze, obje makromolekule su homopolimeri glukoze, a razlikuju se u vrsti
prevladavajucih veza kojima su povezane molekule glukoze, u Skrobu prevladavaju a1-4
veze, a u celulozi B1-4 veze.l: 3

1.3 GLIKOKONJUGATI

Glikokonjugati su spojevi u kojima su jedna ili viSe monosaharidnih ili oligosaharidnih
jedinica (glikona) kovalentno povezane s neugljikohidratnim dijelom (aglikonom).
Oligosaharid koji nije vezan za aglikon posjeduje reduciraju¢u snagu aldehida ili ketona
u svojoj terminalnoj monosaharidnoj komponenti (izuzev oligosaharida u kojima su Seceri
povezani na svojim reduciraju¢im krajevima, kao u derivatima saharoze ili trehaloze). Kraj
glikana na kojem se nalazi aldehidna ili ketonska skupina stoga se naziva reducirajuci
kraj, pojam koji se obi¢no koristi ¢ak i kada je Secerni lanac vezan za aglikon i na taj je
nacin izgubio svoju reduciraju¢u snagu. Sukladno tome, suprotni kraj lanca naziva se
nereduciraju¢im krajem. Najc¢eSc¢i monosaharidi koji se pojavljuju u gradi glikokonjugata
kod kraljeznjaka su:

1. pentoze (neutralni Seceri s pet ugljikovih atoma, npr. D-ksiloza);

2. heksoze (neutralni Seceri sa Sest ugljikovih atoma, npr. D-galaktoza);

3. heksozamini (heksoze s amino skupinom na poziciji 2, koja moze niti slobodna ili,
ceSc¢e, N-acetilirana, npr. N-acetil-D-glukozamin);

4. 6-deoksiheksoze (npr. L-fukoza);

5. uronske kiseline (monougljicne kiseline dobivene oksidacijom terminalne hidroksilne
skupine aldoza u karboksilnu skupinu, npr. D-glukuronska kiselina);

6. sijalinske kiseline (a-keto kiseline s 9 ugljikovih atoma, npr. N-acetilneuraminska
kiselina).

Nadalje, slobodne hidroksilne skupine mnogih monosaharida su podlozne raznim
modikifacijama, od kojih su najéeSce fosforilacija, sulfatacija, metilacija, O-acetilacija i
acilacija masnim kiselinama, $to dodatno doprinosi raznovrsnosti glikana. Takoder, Cesto
dolazi do modifikacija slobodnih hidroksilnih skupina monosaharida, kao S3to su



laktonizacija sa susjednom hidroksilnom skupinom ili laktamizacija sa susjednom amino
skupinom.

Glikokonjugati se ne razlikuju samo po ugljikohidratnoj podjedinici vec i po vrsti aglikona
na kojeg je ona vezana. Prema tome razlikujemo nekoliko kategorija glikokonjugata koje
nalazimo u prirodi: glikani vezani na aminokiseline (peptidoglikani), glikani vezani na
proteine (glikoproteini, glikopeptidi), glikani vezani na lipide (glikolipidi, lipopolisaharidi) te
glikani vezani na druge male molekule (glikozidi).%: 3

1.4 GLIKOPROTEINI (N-VEZANI GLIKANI I N-GLIKOZILACIJA)

Glikoproteini se nalaze u svim dijelovima stanica, a mogu biti i vezani na membranu ili
sekretorni. Uklju€eni su u stani¢nu signalizaciju, interakciju i prepoznavanje i neophodni
su za pravilno funkcioniranje kako pojedinih stanica, tako i organizma u cjelini. Glikani
vezani na proteine znacajno utjeCu na samu strukturu glikoproteina, njegovo smatanje,
funkciju i stabilnost.*

NajcesSci nacCini vezanja glikana na proteine je ili preko amidnog dusikovog atoma na
boc¢nom lancu asparagina (Asn) u proteinskoj okosnici (N-vezani glikani) ili preko
kisikovog atoma na bo¢nom lancu serina (Ser) ili treonina (Thr) u proteinskoj okosnici (O-
vezani glikani). Da bi se glikani mogli vezati na asparagin, asparagin se mora nalaziti u
trijadi aminokiselina: Asn-X-Ser ili Asn-X-Thr, gdje X predstavlja bilo koju aminokiselinu
osim prolina.

Kod eukariota svi N-vezani glikani zapoc€inju N-acetilglukozaminom (GlcNac) B-1 vezanim
na asparagin, takoder svi imaju jednake monosaharide u srznom dijelu glikana: Mana1-
3(Mana1-6)Manp1-4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr (slika 1). Na osnhovnu se
strukturu zatim vezu ostali monosaharidi, a ovisno o vezanim monosaharidima glikani se
dijele na: kompleksne glikane (osnovna struktura ima jednu ili vise antena koje pocinju N-
acetilglukozaminom), oligomanozne (razli€it broj manoza vezan na osnovnu strukturu) te
hibridne glikane (na Mana1-3 krak osnovne strukture dodane su jedna ili dvije antene
koje poc€inju N-acetilglukozaminom, a na Mana1-6 krak osnovne strukture vezane su
isklju¢ivo manoze).t ®
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Slika 1. Na slici je prikazana osnovna (srzna) struktura N-vezanih glikana imunoglobulina G te tri
vrste mogucéih glikanskih struktura, kompleksni, oligomanozni i hibridni glikani. U lijevom gornjem
kutu dana je legenda svih monosaharida koji mogu biti prisutni na 1gG-u.

Proces vezanja glikana na proteine zove se glikozilacija. N-glikozilacija je i kotranslacijska
i posttranslacijska modifikacija proteina. Vezanje N-glikana na protein zapocCinje u
endomplazmatskom retikulumu dok jo$ traje translacija proteina, a nastavlja se u
Golgijevom aparatu, dok se O-glikozilacija odvija isklju€ivo posttranslacijski u Golgijevom
aparatu.® Za razliku od sinteze peptida, glikozilacija se ne odvija prema kalupu, no
svejedno je strogo regulirana na viSe razina. U regulaciji sudjeluju takozvani ,glikoenzimi*
(enzimi vezani za glikozilaciju). Kod ljudi je dosada pronadeno oko 500 glikoenzima, od
Cega 209 glikoziltransferaza, 76 glikozidaza, 114 enzima ukljuCenih u metabolizam i
transport monosaharida, 54 enzima vezana uz sulfataciju i 31 enzim ukljuen u regulaciju
biosinteze glikolipida i GPI (N-glikozilfosfatidil inozitol) sidra.®

1.5 IMUNOGLOBULIN G

Imunoglobulin G (IgG) jedan je od najzastupljenijih glikoproteina plazme, sintetiziran je u
plazma stanicama te €ini vazan dio humoralnog imunoloskog odgovora. Koncentracija u
plazmi zdravih osoba je izmedu 7 i 18 mg/mL.” Dio je superporodice imunoglobulina
(IgSF) koja se sastoji od 5 razli€itih razreda, tj. izotipova, IgM, IgG, IgA, IgD i IgE, prema
aminokiselinskom slijedu teSkog lanca u Fc domeni. Imunoglobulin G se zatim dijeli u 4
podrazreda IgG1, 1gG2, 1gG3 i IlgG4, takoder prema aminokiselinskom poretku i broju
disulfidnih veza izmedu teskih lanaca. IgG se sastoji od dva teSka (H) polipeptidna lanca
(50 — 70 kDa) i dva laka (L) polipeptidna lanca (25 kDa), slika 2. Svaki tezak lanac vezan
je disulfidnim vezama za jedan laki lanac, a teSki lanci su medusobno takoder vezani
disulfidnim vezama u podrucju zgloba. Podrucje zgloba dijeli IgG u dvije domene, Fab

4



domenu (Fragment antigen binding) i Fc domenu (Fragment crystallizable). Fab domena
odgovorna je za prepoznavanje i vezanje antigena, dok je kristalizabilna Fc domena
odgovorna za vezanje na FcyR receptor na povrSini stanica imunoloskog sustava i
efektorsku funkciju IgG-a. Fab domena sastoji se od Cnl (C dolazi od ,Constant®, a H od
,Heavy chain®) i Vu (V dolazi od ,variable®) regija teskih lanaca te C. (L dolazi od ,light
chain) i VL regija lakih lanaca koje veZu odredene antigene. Varijabilne regije odgovorne
su za prepoznavanije i antigensku specificnost. Fc domena sastoji se od dviju evolucijski
visokokonzerviranih regija, Cu2 i Cu3 na svakom teSkom lancu. U Cn2 regijama na oba
teSka lanca se nalaze asparaginski ostaci (Asn-297) na kojima se nalaze N-vezani
glikanski lanci. Takoder, 15 — 20% IgG molekula sadrzi dodatna glikozilacijska mjesta na
Fab domeni. Fc N-vezani glikani nalaze se u hidrofobnom dZepu, smatra se da su
popriliéno rigidni kako bi odrzali Fc domenu u otvorenoj konformaciji i omogudili vezanje
na FcyR receptor, dok su Fab vezani glikani puno fleksibilniji. Takoder, postoji razlika u
sastavu glikana na Fc i Fab domeni, koliina glikana sa sijalinskom kiselinom i raCvajuéim
N-acetilglukozaminom u strukturi je veéa kod Fab vezanih glikana.* & ° Kod
imunoglobulina G3 pronadeni su i O-vezani glikani u podrucju zglobne regije.'° Zbog svog
Sirokog spektra djelovanja i vaznosti u imunoloSkom odgovoru, IgG je jedan od
najproucenijih glikoproteina.
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might chain
Heavy chain
Antigen Fab
binding é Heavy-chain
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regions
| Interchain
disulfide Hinge region
bonds
Biological fe  Intrachain Complement-binding region
activity disulfide Carbohydrate
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Slika 2. Grada imunoglobulina G. Fab — domena koja veze antigen, Fc — kristalizabilna domena.
Slika preuzeta s https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-
function.

Promjene u glikozilaciji Fc domene imunoglobulina G mogu mu drasticno promijeniti
funkciju, a ovise o starosti, spolu i prisustvu ili odsutnosti bolesti.* Primije¢eno je da
starenjem dolazi do porasta glikanskih struktura s racvajuc¢im N-acetilglukozaminom i
agalaktoziliranin glikanskih struktura (glikana bez galaktoze, GO), a smanjenja
digalatkoziliranih (glikani s dvije galaktoze u strukturi, G2). Kod nekih autoimunih bolesti,
poput reumatoidnog artritisa, takoder dolazi do znaCajnog porasta agalaktoziliranih
struktura. Suprotno tome, tijekom trudnoée privremeno dolazi do smanjenja
imunoglobulina G s agalaktoziliranim glikanskim strukturama, dapace, kod trudnica koje
boluju od artritisa primjec¢ena je remisija bolesti Sto je povezano upravo sa smanjenjem
agalaktoziliranih N-glikana 1gG-a.** Promjene u glikozilaciji uo¢ene su i u drugim
autoimunim bolestima, karcinomima, upalnim bolestima, kao i kod nekih zaraznih bolesti,
§to glikane stavlja u fokus istrazivanja kao potencijalnih biomarkera.*

IgG molekule bez srzne fukoze na glikanima su i do 100 puta uspjeSnije u aktivaciji
stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima, u odnosu na fukozilirane molekule, zbog
veCeg afiniteta za vezanje na FcllIR receptor, a prisutnost glikana sa sijalinskim
kiselinama mijenja aktivnost 1gG molekule iz proupalne u protuupalnu. Cinjenica da
specificne glikoforme IgG-a mogu imati protuupalno djelovanje, koristi se kod intravenske
primjene imunoglobulina G (IVIg), kao terapija za suzbijanje mikrobne infekcije te kod
upalnih i autoimunih bolesti. Obogacivanje pripravka terminalnom sijalinskom kiselinom
pospjesuje protuupalno djelovanje IVIlg-a.# Vaznost analize glikozilacije proteina sve vise
dolazi do izrazaja i u farmaceutskoj industriji, posebice kod razvoja monoklonskih
protutijela (mAb, monoclonal antibody). Vecéina monoklonskih protutijela na trzistu spada
u razred imunoglobulina G te se pokazalo kako glikozilacija ne utjeCe samo na stabilnost
ve¢ i na vezanje mAb pripravaka na receptore, uspjeSnost terapije i nuspojave.!?

1.6 VISOKOPROTOCNE ANALIZE GLIKOZILACIJE

Analizama glikozilacije velikim studijama, gdje se istovremeno analiziraju velike skupine
pacijenata s nekom specificnom boleS¢u i zdravih pojedinaca (kontrole), mogu se
razjasniti specificne promjene u glikozilaciji koje su povezane s nekom boleScu i kako,
ako uopce, variraju tijekom bolesti. Tako otkriveni glikanski biomarkeri mogu potencijalno
utjecati na smjer i vrstu terapije. Ovako velike studije esto uklju€uju od nekoliko stotina
do nekoliko tisu¢a uzoraka koji se mogu analizirati mjesecima. Stoga je za analizu
glikozilacije klju¢an razvoj osjetljivih, robusnih i pristupacénih visokoproto¢nih metoda.*


https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-function
https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-function

2. VISOKOPROTOCNE ANALIZE N-GLIKANA IMUNOGLOBULINA G

Opsezne studije glikoma omogucuju identifikaciju netipi€nih uzoraka glikozilacije u
pojedinim bolestima te pruzaju informaciju o funckionalnoj vaznosti pojedinih glikana.

Derivatizacija glikana se provodi u svrhu vezanja kromofora na glikane i poboljSanja
ionizacijskih svojstava, ¢ime se omogucuje analiza glikanskih struktura separacijskim
tehnikama s optickom (tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na
hidrofilnim interakcijma s fluorescencijskom detekcijom, HILIC-UHPLC-FLR i kapilarna
gel elektroforeza s laserom potpomognutom detekcijom, CGE-LIF) ili maseno
spektrofotometrijskom detekcijom (tekucinska kromatografija spregnuta s elektronsprej
masenom  spektroskopijom LC-ESI-MS te matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom, MALDI-MS).4

Vecina razvijenih visokoproto¢nih metoda odnosi se na analizu slobodnih i derivatiziranih
N-glikana imunoglobulina G za HILIC-UHPLC ili CGE-LIF separaciju i detekciju. Prednost
takvih metoda je $to omogucuju detaljnu analizu strukture glikana s obje domene IgG-a,
Fab i Fc. lako su takve tehnike pouzdane za kvantifikaciju struktura, treba imati na umu
da ne pruzaju nikakvu informaciju o mjestu vezanja glikana na protein. Masenom se
spektroskopijom najCeSée analiziraju glikopeptidi (samo s Fc domene) koji pruzaju
informaciju o mjestu vezanja glikana na protein, a takoder je moguce odrediti specificnu
Fc glikozilaciju pojedinih podrazreda lIgG-a, no masena spektroskopija pruza slabiju
kvantifikaciju, posebice sijalinskih kiselina, te iziskuje dodatne korake derivatizacije za
stabilizaciju sijaliniziranih struktura.*

NajCeSce koriStene derivatizacijske tehnike su redom: reduktivha aminacija i
permetilacija, a koriste se joS i Michaelova adicija i obiljezavanje hidrazidom. Odabir
prikladne metode derivatizacije ne ovisi samo o tome koja Ce se separacijska metoda
kasnije koristiti za analizu, ve¢ i o nacinu oslobadanja slobodnih glikana iz glikoproteina
Naime, reduktivha aminacija, Michaelova adicija i obiljezavanje hidrazidom zahtijevaju
slobodan reducirajuci kraj glikana, sto ih Cini prikladnima za derivatizaciju N-glikana, no
ne i za derivatizaciju O-glikana koji se oslobadaju reduktivhom B-eliminacijom.3

Vecina protokola za analizu N-glikana ljudskog imunoglobulina G pocinje izolacijom 1gG-
a iz plazme ili seruma, zatim slijedi otpustanje glikana s IgG-a te derivatizacija slobodnih
glikana. Prije separacije i detekcije glikana, smjesu s obiljeZzenim glikanima potrebno je
prodistiti od suviska soli i sredstva za derivatizaciju.'®

Kod visokoprotocnih analiza, gdje se krece iz velikog broja uzoraka, izuzetno je bitno da
se $to viSe uzoraka moze obraditi odjednom te je vecina metoda modificirana na nacin
da se odjednom moze analizirati 96 uzoraka, tj. sav potroSni materijal dolazi u formatu
plo€ice s 8 x 12 jazica.



Shema analize N-glikana imunoglobulina G dana je na slici 3.
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Slika 3. Shema analize N-glikana imunoglobulina G u visokoproto¢nim metodama analize.
NajceSc¢e koriStene tehnike su podebljane. RP-SPE — ekstrakcija na ¢vrstu fazu kromatografijom
obrnutih faza, PGC-SPE - ekstrakcija na &vrstu fazu kromatografijom poroznim grafitnim
ugliikom, AEX-SPE — ekstrakcija na &vrstu fazu kromatografijom izmjene iona, HILIC-SPE -
ekstrakcija na €vrstu fazu teku¢inskom kromatografijom temeljenoj na hidrofilnim interakcijama,
HILIC-UPLC-FLR - tekuc¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim
interakcijama s fluorescencijskom detekcijom, CGE-LIF — kapilarna gel elektroforeza s laserom
induciranom fluorescencijskom detekcijom, LC-ESI-MS — tekuéinska kromatografija spregnuta s
elektrosprej masenom spektroskopijom, MALDI-MS - matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom.

2.1 1ZOLACIJA IMUNOGLOBULINA G

Za izolaciju imunoglobulina G iz uzoraka seruma ili plazme u visokoproto¢nim metodama
analize najceSc¢e se koristi afinitetna kromatografija pomoc¢u imobiliziranog proteina A ili
proteina G. Protein A i protein G su bakterijski proteini koji na sebe vezu ne samo IgG iz
ljudske plazme, ve¢ i mnogih drugih vrsta, a na trziSte dolaze u raznim oblicima, kao zrnca
(sefarozna zrnca, agarozna zrnca, magnetna zrnca) ili kao monolitne plo€ice s razli€itim
brojem jazica. Za viosko proto¢ne analize se koriste plocice s 96 jazica.!

Razlika izmedu proteina A i proteina G je u tome $to protein G veZe sva Cetiri podrazreda
lgG-a, 1gG1, 1gG2, 1gG3 i IgG4 (srednja konstanta disocijacije za sva Cetiri podrazreda
Kd - 2x1071% mol/dm?) dok protein A veZze samo IgG1, IgG2 i IgG4 (srednja konstanta
disocijacije za sva tri podrazreda Kd - 2x107° mol/dm3). Optimalan pH za vezanje IgG-a
na protein G je izmedu 4 i 5, dok je za vezanje na protein A optimalan pH 8.0. Za obje
vrste proteina glavno mjesto vezanja na IgG-u je u podrucju Fc domene i to kod spoja



regija CH2-CHs, pri €emu u vezanju sudjeluju tri aminokiselinska ostatka s CH:2 regije i
Cetiri s CHs regije. Kompleks proteina G s Fc domenom ukljuCuje nabijene i polarne
interakcije, dok se kompleks proteina A s Fc domenom stabilizira uglavnom nespecificnim
hidrofobnim interakcijama. 14 16

KoriStenje plocCica s 96 jazica omogucuje jednostavno nanoSenje uzoraka pri neutralnom
pH, dok se IgG eluira pri niskom pH (npr. 0.1 M amonijev formijat), nakon ¢ega ga je
potrebno neutralizirati (npr. 1 M amonijev bikarbonat) odmah nakon eluiranja kako ne bi
doslo do nezeljene hidrolize sijalinskih kiselina.l’ Velika prednost ovakvog afinitetnog
proCiS¢avanja je moguénost regeneracije proteina A i G, njihovim pravilnim ispiranjem i
skladistenjem osigurava se veci broj ciklusa izolacije IlgG-a.*®> Nedostatak ovakvog nacina
izolacije je Sto se dobiveni IgG nalazi u velikoj koli€ini soli, stoga je vrlo Cesto potrebno
odsoljavanje (npr. hladnim metanolom)!® ili izmjena pufera prije daljnje analize
glikozilacije.'®* Shema izolacije IgG-a primjenom protein G plocice s 96 jazica dana je na
slici 4.

A

EKVILIBRACIA ISPIRANJE ELUIRANJE 3 &

PROTEIN G IgG-a ||
PLOCICE NANOSENJE UZORKA u KISELOM pH

SERUMA/PLAZME U
NEUTRALNOM pH

Slika 4. Shema izolacije sva 4 podrazreda imunoglobulina G (1gG1, IgG2, 1I9G3, IgG4) primjenom
protein G monolitne plocice s 96 jaZica.

2.2 OTPUSTANJE N-GLIKANA S IZOLIRANOG IMUNOGLOBULINA G

Nakon izolacije IgG-a iz inicijalnog uzorka potrebno je osloboditi glikane iz kompleksa s
proteinom. Oslobadanje N-glikana s proteinske okosnice IgG-a moze se izvesti
enzimatski ili kemijski, no u visokoprotoCnim analizama se najCeSCe primjenjuje
enzimatsko oslobadanje.*®



2.2.1 ENZIMATSKO OTPUSTANJE N-GLIKANA

Neposredno prije enzimatskog otpustanja glikana, IgG je potrebno denaturirati kako bi se
pospjesio pristup enzima veznom mjestu glikana. Za kidanje disulfidnih veza se najceSce
koristi SDS (natrijev dodecil sulfat), B-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT) ili njihova
kombinacija pri povisenim temperaturama.

Za enzimatsko otpustanje glikana u otopini koriste se endoglikozidaze koje kataliziraju
cijepanje unutarnje glikozidne veze glikokonjugata. NajceSca je u upotrebi PNGaza F, a
koriste se jo$ i PNGaza A i Endo H, ovisno o potrebama daljnje analize.'3 4

PNGaza F (N-glikozidaza F; peptidil-N4-(N-acetil-B-glukozaminil) asparagin amidaza F)
je enzim koji uspjeSno otpusta sve na asparagin N-vezane oligosaharide, osim onih koji
sadrZze a1-3 srznu fukozu (srzna modifikacija glikana koja nije prisutna kod sisavaca),
ukljucujuéi i visokomanozne, hibridne i kompleksne glikane. Mehanizam deglikozilacije
prikazan je na slici 5. Nakon deglikozilacije dobije se glikan sa slobodnim reduciraju¢im
krajem koji je spreman za daljnju derivatizaciju te protein kod kojeg dolazi do deaminacije
asparaginskog ostatka u asparaginsku kiselinu (slika 5A). Slobodni glikan je u obliku
glikozilamina, no u vodenom mediju dolazi do spontane hidrolize primarnog amina u
hidroksilnu skupinu te se otpusta amonijak (slika 5B). Optimalni radni pH enzima je 8.6,
no enzim je aktivan u pH podrucju od 6 do 10. Jo$ jedna prednost ovog enzima je Sto
zadrzava aktivnost u uvjetima reakcije (37 °C) i preko tri dana, zbog ¢ega je prikladan za
dulje inkubacije s nativnim glikoproteinima.® 13.20

A)
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Slika 5. Mehanizam enzimatske deglikozilacije glikoproteina pomoéu enzima PNGaze F, produkti
reakcije su protein s asparaginskom kiselinom umjesto asparaginom i glikan s amino skupinom
na slobodnom reducirajuéem krajem (A)°, koja u vodenom mediju spontano hidrolizira (B)?°. B
slika modificirana, preuzeta s https://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeld=t58, R-
monosaharidi povezani glikozidnim vezama.

PNGaza A (N-glikozidaza A; peptidil-N4-(N-acetil-B-glucozaminil) asparagin amidaza A)
otpusta glikane otporne na PNGazu F, dakle one oligosaharide koji sadrze a1-3 srznu
fukozu. Mehanizam djelovanja je sliCan onom PNGaze F, nakon cijepanja dobiju se
slobodan glikan i deaminirani peptid s aspartatom umjesto asparagina. No za razliku od
PNGaze F, PNGaza A ne moze katalizirati deglikozilaciju nativnog imunoglobulina G, ve¢
samo glikopeptida.® 4 15

Endo H (endoglikozidaza H; endo-B-N-acetilglukozaminidaza H) je visoko specificha
endoglikozidaza koja otpusta iskljuCivo oligomanozne i hibridne glikane. Nije prikladna za
vecinu analiza N-glikana s obzirom da ne hidrolizira glikozidnu vezu kompleksnih glikana.
Takoder, za razliku od prethodno spomenuta dva enzima, mjesto cijepanja glikozidne
veze je izmedu dva srzna N-acetilglukozamina, dakle ostavlja jedan GlcNac vezan na
asparaginski ostatak proteina. SliCan mehanizam ima i endoglikozidaza F1, osim $to je
manje osjetljiva na konformaciju proteina, sto znaci da prije digestije s Endo F1 nije
potrebno denaturirati protein.13 4 15

2.2.2 KEMIJSKO OTPUSTANJE N-GLIKANA

Kemijski princip otpustanja glikana s proc€iS¢enog glikoproteina jest alkalna hidroliza, tj.
hidrazinoliza. Kod ovog pristupa treba biti na oprezu jer se uz N-vezane glikane otpustaju
i O-glikani. Hidrazinoliza nije toliko prakticha za rutinske analize kao enzimatsko
otpustanje zbog kompliciranijin uvjeta analize, naime reakcija se odvija 8-12 sati ha
temperaturi od 100 °C, a sam hidrazin je izuzetno anhidriCna, toksi¢na i eksplozivna
kemikalija te je potrebno paziti kako ne bi doSao u kontakt s vodom. Mehanizam reakcije
nije u potpunosti razjadnjen, a pretpostavljeni mehanizam reakcije prikazan je na slici 6.
Glikoprotein se u potpunosti pocijepa, aminokiseline se otpustaju u obliku hidrazida, a
oslobodeni N-glikani gube N-acetilnu skupinu, stoga je nakon hidrazinolize potrebno
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ponovno N-acetilirati glikane te pocijepati popratne acetohidrazonske derivate kako bi se
dobili slobodni reducirajuéi krajevi. 1321

HoN
NH
OH : | OH
Q ( C=0 Anhydrous 0
RQ H— — —l NHz-NH; RO +NH,—-NH,
HO = N ﬁ CH,—GH HO NH,
g ol NH NH “NH,
HzN\r ¢ | + amino acid hydrazides
NH, + CHZCONHNH,
Ac,0O
CH OH
OH 0 sat. NaHCOS 0 sat. NaHCOa 0
RO ROHO — IquO
HO NH—NH NH—NHAc OH
NH, 2 P NH
Ac Ac

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam reakcije alkalne hidrolize glikoproteina anhidriénim
hidrazinom (NH2-NH,).

Takoder, koli¢ina ovako oslobodenih slobodnih glikana moZe biti premala za daljnju
pripremu uzoraka, Sto zbog manje ucinkovitosti deglikozilacije, $to zbog mogudih
nuspojava i gubitka glikana tijekom postupka. Iz tih se razloga kemijska deglikozilacija
koristi rijetko u visokoproto¢nim analizama glikana.*

2.3 DERIVATIZACIJA

Daljnja analiza oslobodenih N-glikana s IgG-a moze teci u nekoliko koraka:

1. obiljezavanje reduciraju¢eg kraja slobodnih N-glikana reduktivnom aminacijom
(najcesce), Michaelovom adicijom ili obiliezavanjem hidrazidom, nakon cCega slijedi
separacija tekucinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti, kapilarnom gel
elektroforezom ili masenom spektrofotometrijom;

2. permetilacija svih slobodnih hidroksilnih, amino i karboksilnih skupina, nakon ¢ega se
provodi masena spektrofotometrija — MALDI ili ESI;

3. nativni, neobiljeZeni, reducirajuéi kraj glikana moguce je analizirati MALDI-TOF
(detekcija vremena preleta elektrona) masenom spektrofotometrijom.13
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2.3.1 REDUKTIVNA AMINACIJA

Reducirajuci kraj glikana obiljezi se fluorescentnom ili UV-apsorbiraju¢om bojom Sto
omogucava detekciju i kvantifikaciju glikana, ovisno o primijenjenoj razdvajajucoj tehnici.
Limit detekcije za oligosaharide obiljezene fluorescentnom bojom je otprilike 10 puta visi
u odnosu na UV-apsorbiraju¢e boje, stoga se za obiljezavanje glikana najCeSce koriste
fluorescentne boje koje u svojoj strukturi sadrze aromatske amine, a vezu se svojim
primarnim aminom na aldehidnu skupinu glikana i reakcijom kondenzacije dolazi do
stvaranja Schiffove baze, slika 7. Medij u kojem dolazi do reakcije je najceSCe dimetil-
sulfoksid s dodatkom octene kiseline (70:30), a alternativno se jo$ koriste i tetrahidrofuran
i metanol. Prednost ovakve vrste obiljeZzavanja je stehiometrijski odnos 1:1, odnosno,
jedna molekula boje na jednu molekulu glikana, sto omogucuje direktnu kvantifikaciju
prema intenzitetu fluorescencije ili UV-apsorbancije.? 4 13

SCHIFFOVA BAZA

OH
OH H2N R'
RO
<):|
HO — O FLUORESCENTNA

NHAc BOJA NHAc

H ﬂ H “ﬂ REDUKCIJA

OH OH
) OH
RO RO
HO _—-OH HO H—

NHAc NHAc

FLUORESCENTNO

SLOBODNI GLIKAN OBILIEZENI GLIKAN

Slika 7. Mehanizam reduktivne aminacije. R — monosaharidi vezani glikozidnom vezom, R' —
flurorofor.

Za fluorescentno obiljeZzavanje glikana koristi se velik broj boja sli¢ne strukture, a
naj¢esSc¢e koriStene fluorescentne boje nabrojane su u tablici 1. S obzirom na Siroku
upotrebu, za vecéinu navedenih boje na trzistu postoje komercijalni setovi sa svim
potrebnim reagensima za brzu i reproducibilnu analizu. U skladu sa zahtjevom za
fluorescenciju, sve boje sadrze u strukturi aromatski prsten s delokaliziranim -
elektronima koji moraju biti u koplanarnoj konformaciji i s funkcionalnim skupinama za
postizanje maksimalnog intenziteta. Amino skupina, koja je neophodna za stvaranje
Schiffove baze, takoder pridonosi intenzitetu fluorescencije svojom elektrodonorskom
prirodom. Trenutno se na trziStu nalaze i ,rapidne” verzije klasi¢nih boja, koje se razlikuju
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u funkcionalnim skupinama te posljedi€no brzini reakcije obiljezavanja i intenzitetu
fluorescencije, no Cesto su i puno skuplje te stoga nisu prvi izbor kod obiljezavanja velikog

broja uzoraka. %2

Tablica 1. Naj¢es¢ée koristene fluorescentne boje u visokoprotoénim analizama s UHPLC, CGE i

MS detekcijom.

FLUORESCENTNA | KRATICA | STRUKTURA PRIMJENA
BOJA
Obiljezavanje u vodi/metanolu,

NH, pH 5.0, 80 °C, 15-60min.
>-aminobenzoiéna 3 vSad_rZiv_je_dar_m negativgn naboj
Kiselina 2-AA 0 $to ju &ini prikladnom i za CGE
(2-antranilna (AA) separacije i separacije MALDI-
viseli 0 TOF-MS-om u pozitivnom i
iselina)

A Ex: 230/360 nm
A Em: 425 nm

negativnom  nacCinu  rada.
Osijetljivija detekcija u odnosu
na 2-AB. 4

2-aminobenzamid

2-AB

NH,

NH,

A Ex: 330 nm
A Em: 420 nm

Obiljezavanje u smjesi
DMSO/octena kiselina (7:3), 60
°C, 120 min. Neutralna je i s
obzirom na nedostatak naboja
priklana je za kromatografske
analize. Omoguc¢uje to¢no
kvantitativno mjerenje relativnih
koli¢ina glikana zahvaljujuci
stehiometrijskom odnosu
glikan: boja 1:1. S obzirom da je
u Sirokoj upotrebi, razvijena je
online baza podataka sa
standardnim vremenima
eluiranja 2-AB  obiljezenih
glikana separiranih  HILIC-
UHPLC-FLR. ¥/

2-aminopiridin

2-AP
(PA)

AN

|/
N NH

2

A Ex: 310/320 nm
A Em: 380/400 nm

Obiljezavanje u octenoj kiselini,
90 °C, 95 min. Primjenjuje se
kod pripreme glikana za
UHPLC analizu. Takoder i za
nju  postoji online baza
podataka standardnih vremena
eluiranja za analizu glikanskih
struktura. Nedostatak ove boje
je nedostatna Cistoc¢a
komercijalno dostupne PA te ju
je nuzno rekristalizirati prije
upotrebe. 3
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Obiljezavanje  u  limunskoj

05 NH, kiselini s 2-metilpiridin boranom
i 37 C, 16 h. Sadrzi tri
negativha naboja Sto ju Ccini
odli¢nim izborom za separaciju
8-aminopiren glikana kapilarnom gel
- - 23
1,3,6-trisulfonat APTS elektroforezom (CGE).
055 SO7
A Ex: 488 nm
A Em: 520 nm

Obiljezavanje moZe u istim
(CHs uvjetima kao 2-AB, koristi se za

(0]
4-amino-N-[2- N, _CcH. | UHPLC analize (vec€a
(dietilamino)etil] /Ej)k N osjetliivost). S obzirom  da
H,N

benzamide ProA sadrzi u strukturi tercijarni amin
(prokainamid) s visokim afinitetom za protone,
odli¢an je izbor i za ESI-MS u
pozitivnom nadinu rada. *

A Ex: 250 nm
A Em: 428 nm

Redukcijska sredstva se najCeS¢e dodaju izravno u reakcijsku smjesu s glikanima i
Zeljenom bojom. Odabir prikladnog reducensa je kriti€an korak kako bi se selektivho
reducirao intermedijarni imin (Schiffova baza) te izbjegla nezZeljena redukcija ostalih
skupina (na glikanu i boji) podloznih redukciji. Do danas je razvijen velik broj reducensa
za koritenje u reduktivnoj aminaciji, iako mnogi od njih ispoljavaju nezeljena svojstva u
smislu selektivnosti, sekundarnih reakcija, reakcijskih uvjeta te opasnosti za sigurnost i
toksi¢nost. Donedavno je najprimjenjivaniji reducens u reduktivnoj aminaciji bio natrijev
cijanoborohidrid (NaBH3CN). Odlikuje se visokom selektivho$¢u, dobrom topljivo$¢u u
mnogim otapalima i stabilno$¢u u kiselom mediju (do pH 2). Unato¢ tome, NaBHsCN nije
preporu¢en za visokoproto€ne analize zbog stvaranja visokotoksi¢nih nusprodukata,
cijanovodika (HCN) i natrijevog cijanida (NaCN). U visokoproto¢nim analizama,
NaBHs3CN je danas skoro u potpunosti zamijenjen 2-metilpiridin boran kompleksom (2-
pikolin boran), struktura na slici 8. 2-metilpiridin boran ispoljava sli€nu selektivnost kao i
NaBHsCN, a prednost je $to se moze primijeniti i u vodenom i ne-vodenom mediju.?> 133

Slika 8. Struktura 2-metilpiridin borana, netoksi¢nog i povolinog reducensa za koristenje u
reakcijama obiljeZzavanja glikana u visokoproto¢nim metodama analize. °
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2.3.2 MICHAELOVA ADICIJA

Obiljezavanje reducirajuceg kraja glikana moguce je provesti i u alkalnim (najceSce
amonijev hidroksid) uvjetima Michaelovom adicijom, Cime se smanjuje rizik gubitka
sijalinskih kiselina u kiselom mediju, svojstvenom reakcijama reduktivne aminacije.
Michaelova reakcija je reakcija nukleofilne adicije karbaniona na a, B-nezasiceni
karbonilni spoj, ¢ime dolazi do stvaranja C-C veze u blagim reakcijskim uvjetima.
Reagensi koji se koriste za obiljezavanje su 1-fenil-3-metil-5-pirazolon (PMP), njegov
metoksi analog 1-(p-metoksi)-fenil-3-metil-5-pirazolon te 1-(2-naftil)-3-metil-5-pirazolon
(NMP), UV-apsorbirajuée boje. Reakcija se odvija u dva koraka. U prvom koraku, jedna
molekula boje (donor) veZe se na reducirajuci kraj glikana, prilikom ¢ega dolazi do
otpustanja molekule vode i stvaranja a, B-nezasicenog karbonila. U drugom koraku dolazi
do stvaranja Michaelovog 1,4-adicijskog produkta konjugacijom a, [B-nezasi¢enog
karbonila s drugom molekulom boje. Mehanizam reakcije Michaelove adicije 1-(2-naftil)-
3-metil-5-pirazolona prikazan je na slici slici 9.13 26. 27
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Slika 9. Mehanizam reakcije Michaelove adicije dvije molekule 1-(2-naftil)-3-metil-5-pirazolona na
glikan sa slobodnim reducirajué¢im krajem. 2

Nedostatak obiljezavanja Michaelovom adicijom je stehiometrijski odnos izmedu
molekule glikana i boje, 1:2, stoga kromatografska svojstva ovako derivatiziranih glikana
viSe ovise 0 samoj boji, Sto nepovoljno utjeCe na razdvajanje izomera.

2.3.3 OBILJEZAVANJE HIDRAZIDOM
ObiljeZavanje slobodnog reduciraju¢eg kraja N-glikana hidrazidom ne koristi se samo kod

separacije i detekcije kromatografskim tehnikama i masenom spektrofotometrijom, vec i
kod ispitivanja bioloskih interakcija. Od derivata hidrazida najéeSc¢e se koristi fenilhidrazin
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zbog jednostavnosti reakcije (ne dolazi do stvaranja viska soli pa nije potrebno
proCiSCavanje), visoke osjetljivosti i kvantitativnog prinosa dobivenih derivata,

fenilhidrazona glikana. Reakcija fenilhidrazina sa slobodnim glikanima prikazan je na slici
10. %8

@O
‘\ OH

\

o)

\
NH,,

FENILHIDRAZIN

OH

FENILHIDRAZONSKI
DERIVAT

GLIKAN SA SLOBODNIM
REDUCIRAJUCIM KRAJEM

Slika 10. Reakcija obiljezavanja slobodnog glikana fenilhidrazinom.

Od ostalih derivata hidrazida koristi se i Girardov T reagens (karboksimetil-
trimetilamonijev hidrazid). S obzirom da glikani derivatizirani pomoéu ovog reagensa
dobivaju trajni pozitivni naboj, tako obiljezeni glikani povoljni su za separacije i detekcije
masenom spektrofotometrijom (MALDI-TOF-MS), slika 11.28

o
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Slika 11. Obiljezavanje reduciraju¢eg kraja glikana Girardovim T reagensom.

Kod ispitivanja biomolekularnih interakcija glikana za obiljezavanje se koriste derivati
hidrazina i biotina. Tako obiljezeni glikani imobiliziraju se na nosace sa streptavidinom te
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se koriste kod tehnike lektinskih mikroCipova. Od biotin-hidrazinskih derivata najceSce se
primjenjuju biotinil-L-3-(2-natftil)-alanin hidrazid (BNAH) i 6-(biotinil)-aminokaproil hidrazid
(BACH), obje molekule sadrze i UV-apsorbirajucu i fluorescirajucu skupinu, slika 12. 303

A) B) 0
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o HN™  “NH
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s NH 07 “NH

|
o NH,

Slika 12. Struktura 6-(biotinil)-aminokaproil hidrazida, BACH (A) i biotinil-L-3-(2-natftil)-alanin
hidrazida, BNAH (B).%!

2.3.4 PERMETILACIJA

Za razliku od prethodno opisanih derivatizacijskih tehnika kod kojih se derivatizacija
glikana provodi iskljuCivo na reduciraju¢em kraju SecCera, kod permetilacije dolazi do
metiliranja svih slobodnih hidroksilnih, amino i karboksilnih skupina, ¢ime se dobivaju
izuzetno hidrofobni derivati Se¢era. Ovakva derivatizacija se koristi za stabilizaciju
sijalinskih kiselina na glikanima te poboljSava ionizaciju kod istovremene analize
neutralnih i kiselih glikana u pozitivnom ionskom nacinu rada MALDI-MS-a. Za potrebe
visokoprotoCnih analiza razvijen je set za brzu i automatiziranu permetilaciju i separaciju
MALDI-TOF-MS-om, slika 13. Za metilaciju se u ovom slu€aju koristi metil jodid (CHsl) u
dimetil-sulfoksidu (DMSO).13~ 4,32
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Timeline for automated sample preparation and permethvlatlon of 96 samples

2 h N-glycan release 2.5 h enrichment 1 h derivatization 3 hours LLE ~1min/sample = 1.6 h
(16h incubation 37°C) (Plus drying time) (Plus 1.5h incubation) (Plus drying time) for data acquisition
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Slika 13. Shema automatizirane pripreme uzoraka N-glikana za MALDI-TOF-MS (TOF=
analizator vremena preleta elektrona) permetilacijom slobodnih N-glikana.?

2.4 PROCISCAVANJE OTPUSTENIH | DERIVATIZIRANIH N-GLIKANA

S obzirom na zaostalu koli¢inu proteina i soli u reakcijskoj smjesi i da se vecina reagensa
za derivatizaciju dodaje glikanima u suviSku, obiljeZene glikane je potrebno procistiti prije
separacije i detekcije. U visokoproto€nim analizama najvise se koriste ekstrakcije na
Cvrstu fazu (solid phase extraction, SPE), no mozZe se primijeniti jo$ i filtracija na gelu,
precipitacija i ekstrakcija tekuc¢ina s teku¢inama.*®

Za proci$c¢avanje glikana filracijom na gelu koristi se komercijalno dostupan ,Bio-gel” 32ili
,Sephadex” 34 smole. Proci§¢avanje se zasniva na razdvajanju molekula prema njihovoj
veli€ini. Moguce je razdvoijiti obiliezene glikane od soli, ostatka reagensa i nativnih
proteina, no ne i zaostalih peptida s obzirom da su sli¢ne veli¢ine.!! Precipitacija se koristi
rijetko, a precipitacija u acetonu omogucuje otklanjanje zaostalih proteina iz smjese.3®
adicije (kloroform - voda)®® i permetilacije (takoder kloroform - voda),?’ iako je kod
permetilacije ¢esto potreban dodatan korak ekstrakcije na ¢vrstu fazu (reverzna faza C18,
oktadecil/silika).*®

Daleko naj¢escée koristene metode su razne ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE), modificirane
na nacin koji omogucuje brzu i efikasnu primjenu u visokoproto¢nim analizama nakon
reduktivne aminacije ili obiliezavanja hidrazidom. Ekstrakcije na &vrstu fazu prema vrsti
stacionarne faze dijelimo na tekucinsku kromatografiju temeljenu na hidrofilnim
interakcijama (HILIC-SPE), kromatografiju obrnutim fazama (RP-SPE), kromatografiju
poroznim grafitnim ugljikom (PGC-SPE) te kromatografiju izmjene aniona (AEX-SPE).*®

S obzirom da su nativni glikani hidrofiine molekule, tijekom derivatizacije npr. 2-
aminobenzamidom (2-AB) uvodimo im hidrofobna svojstva, $to omogucuje razdvajanje
kromatografijom obrnute faze. Stacionarna faza je najce$¢e C18 (trifunkcionalna
oktadecil silika) koja ¢&vrstim hidrofobnim interakcijama veze nepolarne molekule.
Kromatografija na poroznom grafithom ugljiku (PGC) se doduse najviSe primjenjuje kod
proCiS€avanja nederivatiziranih glikana, no optimizacijom metode postiZze se i visoka
specificnost za obiljezene glikane. Mehanizam nije u potpunosti razjasnjen, a veliki
nedostatak ove metode je cijena poroznog grafitnog ugljika. Kromatografijom anionske
izmjene procCiScavaju se glikani obiljezeni 2-aminopiridinom ili 2-aminobenzamidom, a
omogucuje razdvajanje neutralnih od sijaliniziranih glikana.'31%4

Kod ekstrakcije na ¢vrstu fazu pomoéu tekuéinske kromatografije temeljene na hidrofilnim
interakcijama (HILIC-SPE) koriste se razni adsorbensi. Hidrofilniji obiljeZzeni glikani se
zadrzavaju na stacionarnoj fazi dok se viSak nepolarnijeg slobodnog sredstva za
derivatiziranje ne vezZe. HILIC-SPE ploc€ice je najcesc¢e potrebno prekondicionirati kako bi
se aktivirale polarne skupine, zatim se nanose uzorci koji se ispiru od nevezanih
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nepolarnih reagensa te se na posljetku glikani eluiraju polarnim otapalom. Glikani se
naj¢esce eluiraju vodom $to je jos jedna prednost ovih metoda, naime u vodenom mediju
ne dolazi do hidrolize sijalinskih kiselina kao $to se dogada u kiselom mediju. Nedostatak
metode je Sto se glikani prvo moraju otopiti u visokim koncentracijama organskog otapala
(npr. 100% acetonitril), $to moZe dovesti do njihove precipitacije.* RazliCite stacionarne
faze dolaze u obliku ploCica s 96 jazica ili u obliku filtera za nastavke za pipete, npr.
,cotton-HILIC-SPE", gdje se komadici vate nalaze se u vrhovima nastavaka za pipete te
omogucuju uklanjanje soli, ve€ine neglikoziliranih peptida i deterdzenata kao Sto je
SDS.? Cesto koristeni adsorbensi su: mikrokristaliniéna celuloza (MCC),° poliamidna
smola (DPA-6S, Merck), polipropilen (GHP, Pall),* vodomodivi politetrahidrofluoroetilen
(WwWPTFE, Pall), hidrofilni polietersulfon (Supor, Pall) te drugi polimeri.

2.5 ANALIZA GLIKOPEPTIDA

Glikopeptidi se analiziraju u svrhu odredivanja specificnosti mjesta glikozilacije na
proteinu te se analiziraju isklju€¢ivo masenom spektroskopijom. Za specificno proteoliticko
cijepanje izoliranog imunoglobulina G najceS¢e se Koristi tripsin. Tripsin je serinska
proteaza koja cijepa glikoprotein na karboksilnoj strani lizina (Lys) ili arginina (Arg), sto
rezultira cijepanjem IgG-a na peptide i glikopeptide (slika 14). Inkubacija glikoproteina s
tripsinom se odvija na 37 °C. Po potrebi, da se pospjeSi cijepanje, moze se dodati
denaturirajuci reagens (npr. gvanidin hidroklorid, urea, acetonitril) ili reducens (ditiotreitol-
DTT ili B-merkaptoetanol) te alkilirajuce sredstvo (jodoacetamid, IAA) kako bi se
stabilizirale reducirane sulfhidrilne skupine.t4

/Hydrolysis site for trypsin
9] Mg
N=iC=CF+N—C—C
o H R

Lysine
or
arginine

slika 14. Mijesto proteolitickog cijepanja glikoproteina pomocu tripsinom. Slika skinuta s
http://resources.giagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/650/BE _Proteolytic

cleavage.html.

S obzirom da se u reakcijskoj smjesi nakon tripsinizacije uz glikopeptide, soli i ostatke
reagensa, nalaze jo$ i peptidi (koji imaju bolja ionizacijska svojstva od glikopeptida te
ometaju MS signal), glikopeptidi se moraju ukoncentrirati i proCistiti. Za to se najCeSce
koriste RP-SPE (ekstrakcija na Cvrstu fazu kromatografijom obrnutih faza) s C18
adsorbensom te HILIC-SPE (ekstrakcija na ¢&vrstu fazu pomocu tekucinske
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kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama) s raznim adsorbensima (maltozna
zrnca, magnetne nanocestice, nastavci za pipete s vatom).*

2.6 KOMERCIJALNI SETOVI ZA BRZU PRIPREMU UZORAKA

Najcesce koristeni protokoli za pripremu derivatiziranih uzoraka N-glikana imunoglobulina
G za separaciju UHPLC i LC-ESI-MS tehnikama traju do 3 radna dana (za 96 uzorka).
NajviSe vremena odlazi na inkubacije (npr. deglikozilacija PNGazom F na 37 °C traje 18
sati) koje predstavljaju prazni hod unutar analize. Svaki set od 96 uzoraka iziskuje
posebnu pripremu svjezih reagensa, a kod analiza velikog broja uzoraka takve pripreme
mogu trajati mjesecima pa Cesto dolazi do koriStenja kemikalija razliitih proizvodnih
serija pa Cak i razliCitih proizvodaca, koristenja razliCitog laboratorijskog posuda te
sudjelovanja veceg broja analitiCara u analizama. Sve te vanjske varijable unose
svojstvene varijacije u metode analize. Kako bi se takve varijacije smanjile razvijeni su
posebni komercijalni setovi sa svim potrebnim reagensima za brzu deglikozilaciju,
obiljezavanje i pro€iS¢avanje uzoraka N-glikana.

2.6.1 GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit

Tvrtka Waters (Milford MA, USA) nudi set reagensa za rapidnu deglikozilaciju, bojanje i
pro€iSc¢avanje N-glikana pod nazivom ,GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit“. Set se
sastoji od deterdZenta, pufera i enzima potrebnih za denturaciju i deglikozilaciju, boje i
organskog otapala za obiljezavanje slobodnih N-glikana, plocice s 96 jazica za HILIC-
SPE procis¢avanje obiljezenih glikana te otopina za ispiranje i eluiranje prociscenih
glikana (slika 15).4*

o i i,

Slika 15. GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit (Waters Corp., Milford MA, USA) — kompletni
set kemikalija i potroSnog materijala za brzu pripremu obiljezenih N-glikana za UHPLC ili LC-ESI-
MS analizu.*

Za brzu denaturaciju uzorci IgG-a se najprije inkubiraju 3 minute na 99 °C s RapiGest SF
deterdZzentom i Rapid PNGase F puferom. Nakon 3 minute hladenja slijedi deglikozilacija
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pomocu GlycoWorks Rapid™ PNGase F, rekombinantno razvijenog enzima koji u
nekoliko minuta kvantitativno deglikozilira N-vezane glikane s proteina. Reakcija traje 5
minuta na 55 °C. U tih 5 minuta inkubacije i 3 minute hladenja, RapiFluor-MS boja (slika
16) se otopi u anhidricnom dimetilformamidu (DMF). Inkubacija uzoraka s bojom odvija
se 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon bojanja, uzorci su odmah spremni za HILIC-
SPE prociS¢avanje na ploCici od 96 jazica s adsorbiranom stacionarnom fazom,
GlycoWorks uElution Plate. Uzorci se ispiru u visokom postotku organskog otapala
(acetonitril uz dodatak vode i mravlje kiseline), a eluiraju u amonijevom acetatu uz
dodatak 5% acetonitrila. Ovako pro€iSéeni uzorci mogu se odmah separirati UHPLC ili
LC-ESI-MS tehnikom. 4142

A)
. g
q i @lej N SN
N )J\ = MS
0 NH Tertiary Amine
0] Charge Tag
NHS Carbamate Rapid Fluorescence
Tagging Group Quinoliny!
Fluorophore
B)

L[
o N N
) = N S S
Glyean
T N\O)km o N
o]

\Hzo
Y

Q ( r
N N N N
0 = T P NH
GWH\NHJ\NH & HoN &
0
° (
{ + + CO
o]

o

Slika 16. Prikaz strukture RapiFluor-MS boje (A). N-hidroksi-sukcinimidna karbamatna skupina
odlikuje se izuzetno brzom reakcijskom kinetikom. 4 Mehanizam reakcije (B): prije doticaja s
uzorcima, boja se nalazi u anhidricnom mediju (DMF), nakon kontakta s vodenim medijem u
kojem se nalaze uzorci, N-hidroksi-sukcinimidna skupina brzo i spontano hidrolizira, $to
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omogucuje elektrofilnoj karbamatnoj skupini brzu reakciju s glikozilaminom na slobodnim N-
glikanima. Kinolinski kromofor omogucéuje visoku osjetljivost fluorescencijske detekcije, a dodatak
tercijarnog amina na boju uvodi naboj na obiljezene glikane $to uvelike pospjeSuje osjetljivost
ESI-MS detekcije u pozitivnom nacinu rada (+ESI).*?

Ovako opisana priprema uzoraka traje do 2 sata, Sto ju definitivho €ini metodom izbora u
odnosu na standardne protokole od 2 dana. Nedostatak ove metode je naravno cijena.
Usporedbom ove tehnike u visokoproto€nom nacinu rada s klasicnom tehnikom
obiljezavanja 2-aminobenzamidom i prokainamidom te LC-ESI-MS separacijom i
detekcijom (HILIC-UHPLC-FLR-ESI-MS), pokazano je kako 2-AB pokazuje najslabiju
osjetljivost i FLR i MS detekcijom, ProA se pokazao kao najosjetljivija metoda za FLR
detekciju, dok se RapiFluor-MS pokazao kao najosjetljivia metoda za MS detekciju.
Usporedbom validacija metode, ponovljivost je najbolja za 2-AB i ProA obiljeZene glikane,
dok RF-MS boja pokazuje varijabilnost u obiliezavaniju disijaliniziranih struktura.*?

2.6.2 Agilent AvanceBio Gly-x N-Glycan Prep with InstantPC Kit

Kao u prethodnom slu€aju, tvrtka Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA) takoder
nudi set za brzu deglikozilaciju, bojanje i proCiS¢avanje obiljezenih N-glikana. Set se
sastoji od tri modula. Prvi je modul za deglikozilaciju u kojem se nalazi ploCica za
deglikozilaciju s 96 jazica ,Gly-X Deglycosylation Plate®, enzim ,Gly-X N-Glycanase“ i
pufer za digestiju ,,Gly-X Digestion Buffer® te deterdzent ,Gly-X Denaturant®. Denaturacija
IgG-a traje 3 minute na 90°C, nakon €ega slijedi hladenje od 2 minute i deglikozilacija od
5 minuta na 50°C.%

Modul za obiljezavanje sastoji se od liofilizirane boje ,InstantPC Dye“ (struktura na slici
17) i organskog otapala za boju ,InstantPC Dye Solvent®. Bojanje se takoder odvija pri
temperaturi od 50°C i traje samo 1 minutu.

Modul za prociS¢avanje sastoji se od dvije plocice s 96 jazica, jedna za HILIC-SPE, ,Gly-
X Cleanup Plate A“, druga za skupljanje eluiranih uzoraka ,Gly-X Collection Plate, folija
i kapica za zatvaranje i skladiStenje ploCica te pufera za eluiranje uzoraka ,Gly-X
InstantPC Eluent®. Uzorci se euliraju u amonijevom formijatu s 10% acetonitrila. Ovisno
0 volumenu uzoraka potrebnom za UHPLC ili LC-MS analizu, uzorci se mogu jo$ dodatno
razrijediti u smjesi ACN/DMF (acetonitril/ dimetilformamid) 1:1. 44
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Slika 17. InstantPC boja je aktivirana forma prokaina koja se veZe na slobodne glikozilamine
sli€nim mehanizmom kao i RapiFluor-MS boja. Dolazi do stvaranja ¢vrste veze (urea) izmedu
glikana i kromofora (prokaina) sto poboljSava fluorescentnu detekciju kod UHPLC-FLR separacije
te takoder sadrzi tercijarni amin koji pospjesuje osjetljivost LC-MS signala.

2.7 SEPARACIJA | DETEKCIJA

Da bi tehnike separacije koje se rutinski koriste u visokoproto¢nim studijama iz glikomike
bile isplative moraju moci analizirati velik broj uzoraka u Sto kracem vremenu, a da su
pritom visoke osjetljivosti, reproducibilnosti i robusnosti. Najrasirenija tehnika je
tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim interakcijma
s fluorescencijskom detekcijom (HILIC-UHPLC-FLR), a slijede ju kapilarna gel
elektroforeza s laserom potpomognutom detekcijom (CGE-LIF), tekuéinska
kromatografija spregnuta s elektronsprej masenom spektroskopijom (LC-ESI-MS) te
matricom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom
(MALDI-MS). 4

2.7.1 HILIC-UHPLC-FLR

Tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti je najCeSce koriStena robusna
analiticka metoda separacije N-vezanih glikana u visokoj rezoluciji. Jednostavna je za
koriStenje, UPLC strojevi i potroSni materijal su relativno jeftini u usporedbi s drugim
metodama, odlikuje se visokom reproducibilno$¢u i robusnom kvantifikacijom glikana.
Omogucuje odvajanje izomera glikana i istovremenu analizu neutralnih i nabijenih
glikana. HILIC je varijacija kromatografije na obrnutoj fazi, kod koje je stacionarna faza
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polarna, a mobilna faza se sastoji od visokog postotka organskog otapala (najcesce
acetonitril) i malog postotka vodenog otapala (npr. amonijev formijat). Voda iz mobilne
faze stvara vodeni sloj adsorbiran na povrSinu stacionarne faze koji ¢vrsto vezZe polarne
i hidrofilne molekule, stoga se najprije eluiraju nepolarne i manje molekule, a zatim
polarne.* Reprezentativni kromatogram 2-AB-obiljezenih N-glikana IgG-a prikazan je na
slici 18.
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Slika 18. Reprezentativni kromatogram 2-aminobenzamidom (2-AB) obiljezenih N-glikana
imunoglobulina G, razdvojenih u 24 N-glikanska pika teku¢inskom kromatografijom ultra visoke
djelotvornosti temeljenoj na hidrofilnim interakcijama s fluorescencijskom detekcijom (HILIC-
UHPLC-FLR). %

2.7.2 CGE-LIF

Kapilarna gel elektroforeza je analiticka separacijska metoda kod koje se nabijene
molekule razdvajaju prema veli€ini u kapilari napunjenoj poroznim gelom. Obi¢no se
analiziraju negativno nabijeni glikani obiljeZzeni APTS bojom na DNA sekvenatoru s
laserski induciranom fluorescentnom detekcijom. Koristeéi viSestruki CGE-LIF sustav
(multiplexed, xCGE-LIF) s viSe kapilara, moguce je istovremeno analizirati vise uzoraka.
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Priprema uzoraka N-glikana 1gG-a za analizu kapilarnom gel elektroforezom, usporedna
je pripremi uzoraka za analizu HILIC-UHPLC-om (ortogonalne metode). Obje pripreme
za standardni set od 96 uzoraka traju 3 dana; prvi dan izolacija 1gG-a, drugi dan
deglikozilacija i treCi dan bojanje i procis¢avanje, no s obzirom da se kapilarnom gel
elektroforezom moze analizirati viSe uzoraka odjednom, xCGE-LIF analiza uzoraka moze
biti gotova u jednom danu, dok HILIC-UHPLC-FLR analiza traje i do 3 dana. Teoretski je
moguce paralelno analizirati uzorke na 96 kapilara.?® 46 Takoder, kao i UHPLC, kapilarna
gel elektroforeza je osjetljiva i robusna metoda, uspjeSno odvaja izomere glikana i
pouzdano kvantificira glikane sa sijalinskim kiselinama u strukturu. Unato€¢ svom
potencijalu, rijetko se upotrebljava za analizu glikana $to se moZe pripisati nedostatku
glikanskih standarda, poteSko¢ama u anotaciji pikova (ne moze se izravno spregnuti s
masenom spektrofotometrijom $to otezava identifikaciju struktura) i nedovoljno razvijenoj
online bazi podataka sa strukturama N-glikana.* Reprezentativni elektroferogram APTS-
obiljezenih N-glikana IgG-a prikazan je na slici 19.
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Slika 19. Reprezentativni elektroferogram APTS-om obiljezenih N-glikana imunoglobulina G,
odvojenih viSestrukom kapilarnom gel elektroforezom s laserom induciranom fluorescencijom
(XCGE-LIF) u 28 N-glikanskih pikova. Za razliku od HILIC-UHPLC dobivenih kromatograma, na
elektroferogramu se manje i polarnije strukture (glikani sa sijalinskim kiselinama) nalaze na
pocetku elektroferograma jer putuju brze kroz polimer kapilare.?®

2.7.3. MASENA SPEKTROFOTOMETRIJA

Masena spektrofotometrija omogucuje detaljno objasnjavanje strukture N-glikana kada
se koristi u tandemskom nacinu rada (MS/MS) te razluCuje glikanske strukture Fc
fragmenta po podrazredima IgG-a (Sto nije moguce kod kromatografske separacije i
separacije kapilarnom gel elektroforezom). Glavni izazovi tehnika temeljenih na MS-u su
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odredivanje glikanske strukture prema izmjerenoj masi u slucaju izobarnih struktura i
djelomicni ili potpuni gubitak sijalinskih kiselina.

LC-ESI-MS

Metoda LC-ESI-MS se najCesSce koristi za analizu glikopeptida Fc fragmenta odredenog
podrazreda 1gG-a, nakon separacije na C8 ili C18 koloni (RP-LC-ESI-MS). Moguc¢a je i
analiza slobodnih glikana nakon razdvajanja na koloni s poroznim grafitnim ugljikom
(PGC- LC-ESI-MS), Sto omogucuje i razdvajanje glikanskih izomera. Takoder je moguca
i analizirati permetilirane glikana u pozitivnom nacinu rada.**#

MALDI — MS

Za razliku od ESI-MS tehnika koja mora biti spregnuta s nekom separacijskom tehnikom
(najceSce tekucinska kromatografija), MALDI-MS ne zahtjeva dodatnu separaciju.
MALDI-TOF-MS (detekcija vremena preleta elektrona) je najc¢eSée koriStena tehnika za
analizu permetiliranin glikana i glikana derivatiziranin Girardovim T reagensom. Od
glikana obiljezenih reduktivnom aminacijom, MALDI-MS se najCeSce koristi za 2-AA (2-
aminobenzoicna kiselina) obojane glikane.31%4
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3. TEHNIKA MIKROCIPOVA

u svrhu njihove identifikacije i karakterizacije struktura. Analiza tehnikom lektinskih
mikroCipova se odnosi na obiljezavanje glikana i kombiniranu karakterizaciju struktura s
analizom biomolekularnih interakcija.'®* Ova tehnika razvijena je 2005. godine i od tada
se radi na njenom unaprjedivanju.*’

Prednost upotrebe lektinskih mikro€ipova u odnosu na tradicionalne metode (LC, MS)
jest jednostavnost metode uz visoku razinu osjetljivost. Naime, lektinskim mikroCipovima
mogu se analizirati i nativni uzorci glikoproteina. S obzirom da ¢esto nema potrebe za
oslobadanjem glikana i njihovim proc€iS¢avanjem, sama priprema uzorka je brza i
jednostavnija. Posljedi¢no, ne dolazi do gubitka koli€ine glikoproteina u inicijalnom uzorku
te se tijekom analize oni nalaze u nativnoj konformaciji. Dakle, lektinski mikroc€ipovi
prikladni su za analizu diferencijalnih glikomskih profila bioloskih uzoraka.

Medutim, ova tehnika nije kvantitativnha i ne dopusta potpuno odredivanje glikanskih
struktura poput MS-a. Umijesto toga, lektinski mikro€ipovi prikladniji su za komparativne
svrhe, na primjer za analizu razlika izmedu glikanskih profila. Trenutna primjena
ograni¢ena je na procjenu Kkarakteristika tumora, pretraZivanje novih tumorskih
biomarkera i karakterizaciju terapeutskih glikoproteina (monoklonskih protutijela), a Sira
primjena ove metode zahtjeva poboljSanje osjetljivosti i robusnosti.4’

LEKTINI

Lektini su proteini koji vezu ugljikohidrate (carbohydrate-binding proteins, CBP), f{j.
specificno vezu odredene monosaharide i preferiraju odredene glikanske strukture
(odreden oligosaharidni slijed).'® Lektini koji se koriste za profiliranje glikana mogu biti
prirodnog porijekla ili rekombinantni. NajéeS¢e se koriste biljni lektini koji se jo$ zovu i
fitohemaglutinini, a odlikuju se raznolikoS¢u vezne specificnosti za glikane, dostupnoSc¢u
i stabilnoS¢u. Nedostatak lektina prirodnog porijekla je inherentna glikozilacija i
nedosljednost u aktivnosti zbog razlika koje proizlaze iz postupaka procis¢avanja.
Rekombinantni lektini biljnog i Zivotinjskog podrijetla proizvode se pomocu ekspresijskih
sustava mikroorganizama rekombinantnom tehnologijom, najceS¢e u bakterijama i
kvascima Ciji se ekspresijski sustavi odlikuju jednostavno$¢éu i dobrim prinosom
rekombinantnih proteina.4’

Postoje Cetiri osnovna principa rada s lektinskim mikro€ipovima:

A. DIREKTNI TEST

Lektini s poznatom specificnoS¢u za odredene monosaharidne strukture najprije se
imobiliziraju na Cipove ili kovalentnim vezanjem ili fizickom adsorpcijom, a zatim se
inkubiraju s fluorescentno obiljezenim uzorkom, dok se vezanje prati fluorescencijskom
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detekcijom. Direktni test primjenjuje se kod analize diferencijalnih glikozilacijskih
obrazaca kod zdravih uzoraka i glikoproteina u nekoj bolesti ili za istrazivanje uCinka
razliCitin uvjeta lijeCenja. Nedostatak tradicionalnih direktnih testova je pristranost prema
najzastupljenijem glikoproteinu u uzorku (uzorci su najCeSce bioloSke tekucine koje
sadrZavaju smjesu proteina).

Kako bi se smanjila ta pristranost, razvijena je metoda za brzu analizu glikoproteina u
bioloSkim  tekuc¢inama. Fluorescentno obiljezeni glikoproteini razdvoje se
diskontinuiranom elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) te se difuzijski
prenesu na staklene ploCice s viSestrukim kopijama raznih lektina. Proteini zadrze onu
poziciju koju su imali na gelu nakon elektroforeze. Ovom tehnikom moguce je odrediti
specificno vezanje lektina za pojedini glikoprotein, neovisno o koncentraciji proteina u
uzorku (slika 20). 48

KK PRRRRE KR KRR EKKK KKK FHE K f ﬁ
; i @& i ;g ORI R e R R
o o0 § o
AR Y R
PROTEINI RAZDVOJENI DIFUZIJA GLIKOPROTEINA FLUORESCENTNA
SDS-PAGE TEHNIKOM | VEZANJE NA LEKTINSKI DETEKCIJA GLIKANA
MIKROCIP

Slika 20. Razdvajanje proteina SDS-PAGE tehnikom prije imobilizacije na nosa¢ s imobiliziranim
lektinima. 8

B. PROTUTIJELO — GLIKOPROTEIN — OBILJEZENI LEKTIN ,SENDVIC“ TEST

Nitrocelulozna plocica s imobiliziranim protutijelima inkubira se glikoproteinima na koje se
zatim vezu obiljezeni lektini. Kako bi se sprijeCilo vezanje lektina na glikane protutijela,
nuzan je preliminaran korak kemijske derivatizacije glikana protutijela. Ukratko, cis-
hidroksilna skupina glikana protutijela oksidira se do aldehida koji zatim reagira s hidrazid
maleimidom (4-(4-N-maleimidofenil)butanska kiselina hidrazid hidroklorid, MPBH) te
dolazi do stvaranja imina, nakon ¢ega se na maleimid vezZe dipeptid cistein-glicin koji
blokira vezanje lektina. Ovakva metoda je korisna za odredivanje varijacija odredene
glikanske strukture na razli¢itim proteinima. 4° Kombinacijom ove metode s metodom
dvostrukog sendvi¢a protutijela (kojom se odreduje koliina glikoproteina), moze se
odrediti stopa promjene glikanskih struktura i odnos izmedu glikana i glikoproteina. Ne
koristi se za analizu N-vezanih glikana glikoproteina imunoglobulina G, vec¢ se protutijela
koriste za analizu drugih glikoproteina °
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C. LEKTIN — GLIKOPROTEIN — OBILJEZENO PROTUTIJELO ,SENDVIC* TEST

Kao i kod prethodne tehnike, protutijela se koriste za analizu drugih glikoproteina.
Nitrocelulozom prevucena staklena plocCica s imobiliziranim lektinima najprije se inkubira
s glikoproteinima te ih selektivno vezZe, zatim se na glikoproteine vezu direktno ili
inidrektno obiljezena protutijela. 4’

D. OBRNUTI TEST

Glikoproteini se najprije ukoncentriraju pomocu kolone oblozZene lektinima i zatim se
razdvajaju teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti obrnutih faza (RP-HPLC).
ProciSc¢eni glikoproteini se zatim imobiliziraju na mikro€ip i inkubiraju lektinima. Ovaj test
omogucuje profiliranje rasprostranjenosti glikana u ljudskom glikoproteomu pracenje
individualnih glikozilacijskih promjena na globalnoj razini.#’

DETEKCIJA

NajceSce metode detekcije kod tehnike lektinskih mikroCipova su fluorescencija,
kemiluminescencija i radioaktivnhost, a samo obiljezavanje moze biti direktno ili indirektno.
Za interakcije glikana s lektinima najCeSCe se primjenjuje direktno obiljezavanje
fluorescentnom bojom nakon ¢ega se obojani kompleks ispire i detektira fluorscentnim
skenerom. Nedostaci ovog pristupa su zahtjev za velikom koncentracijom glikoproteina,
niska osjetljivost i potencijalno remecenje interakcija glikoproteina i lektina. Indirektna
metoda obiljezavanja najceSc¢e se koristi kod testova u ,sendvi¢“ formatu. Interakcija
glikoprotein — lektin detektira se pomocu protutijela ili lektina modificiranog biotinom
(BACH, BNAH, strukture objasnjene kod obiljezavanja hidrazidom), i odgovaraju¢om
fluorescentnom bojom koja amplificira fluorescencijski signal, npr. HRP-streptavidin
(streptavidin konjugiran s peroksidazom hrena) ili cijanin-3 obiljezen streptavidin.4’

Detekcija bez obiljezavanja svodi se na mjerenja inherentnih svojstava (dielektriCnih i
optiCkih svojstava te mase) molekula vezanih na lektinske mikroCipove. U tu svrhu koriste
se rezonancija povrsinskih plazmona, optiCka mikroskopija i MALDI-TOF-MS. Opti¢ka
mikroskopija koristi se za promatranje razli€itih obrazaca vezanja glikana za lektine, dok
rezonancija povrsSinskih plazmona prati interakcije lektina i glikoproteina u stvarnom
vremenu putem mjerenja promjena u rasprsivanju svjetla, koje se odraZzava na unutarnjoj
strani metala mikroCipova. Osjetljiva je metoda i koristi se za procjenu afiniteta, kinetike,
specificnosti vezanja i koncentracije. S obzirom da se primjenom lektinskih €ipova ne
dobiva detaljna informacija o strukturi glikana, kombinacija s masenom
spektrofotometrijom omogucuje precizno mjerenje masa glikoproteina i otkrivanje
nespecifi¢nih vezanja.*’
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4. ZAKLJUCAK

Prethodno opisane metode derivatizacije i tehnike separacije i detekcije koje se koriste u
visokoproto€nim analizama N-glikana imunoglobulina G ve¢inom zadovoljavaju zadane
uvjete robusnosti i osjetljivosti, no ne i zahtjeve jednostavnosti i brzine. Unato¢ tome Sto
postoje alternativne brze i automatizirane metode pripreme uzoraka, njihova aplikacija u
visokoprotoCnim analizama nije povoljna u pogledu cijena analiza. Takoder, s obzirom na
velik broj razli€itih metoda derivatizacije i pripreme uzoraka koje je moguce primijeniti u
razliCitim kombinacijama i s obzirom na rast visokoprotoCnih istrazivanja glikozilacije
proteina, namece se potreba za standardizacijom. Kako bi se ubrzao i pospjeSio daljini
razvoj glikomike, nuzno je uvesti standardne protokole i razviti opSirnije online baze
podataka.
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