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1. UVOD

1.1 GLIKOBIOLOGIJA

Glikobiologija je relativno mlada grana molekularne bi ol ogi j e ksrgukluru,pr oul a
biosintezu, evoluciju i bi ol ogk u glikaman k cRgjuam gl i kana obi |l n
oligosaharidne lance vezanena dr uge bi ol ogke makromol ekul e
rasprostranjeneu gi vi m organi zmi ma.

Tijekom revolucije molekularne biologije 1970-i h godi na, proul avanje gl
je kaskalo za pr oul avanj em ost aldijelom mbagknjinove ctruktkne! a ,

sl ogenosti, a dijelom zbog potegkol a u odr e
bi osintezu glikana nemoguie je nepofemadno pr

Agl i kobi ol ogiekl1a8®-i st godenaj ezahval jujule nagl o
posebice masene spektrofotometrije (razvoj ESI-MS i MALDI-MS tehnika)?, koje su

o mo g u Hublja & s t r aagsiruktaranijfunkcija glikana, a prvenstveno | e

kombinaciju nal el a bi okemi | e [ tradicional ne kK e mi
razumi jevanjem stani]| ne i mol ekul arne biol ogi
proteinima i lipidima.

Podrul| je gl idénastbir zloo giajse¢ ujl@ p ol jaobupwali a oldenmihj w n
ugljikohidrata, enzimologiju biosinteze i razgradnje glikana, interakciju s receptorima,

ulogu glikana u slogenim biologkim sustavi ma
tehnikama.*

1.2 MONOSAHARIDI

Prema IUPAC-ovoj definiciji, glikani su sinonim za polisaharide, makromolekule
monosaharida povezanihg | i kozi dnom vezom. No, u teoriji S
misli na ugljikohidratnu podjedinicu glikokonjugata.

Osnovna gralevna jedinica ugljikoi(igderiasirai )s u

molekule koje us v oj o] strukturi s a,dlimde kk ar uo nuiglinu | snko
(aldoze) ili na ugljiku unutar lanca (ketoze). Monosaharidise naj | egl e sastoj
uglji kovih atoma (heksoze). Letebe \waz areest| eut
razlilite skupine, stoga heksoze imaju 4 kiral
mogu se vezatinadva stereokemi | skistroagzal ijle trmo gnuallii nkar
heksoza 16 (24) . Gel eri k o jkonfigsraciji maasamo jednan) atomuw ugljika

nazivaju se epimeri (npr. D-glukozaiD-gal akt oza) . Gel eri koji se r
na sva | etiri kiralna centra i odnose -se kao

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
oligosahari da nal aze I s k1 j (kbnfiguracija wiranbze)r ami pr st e
oligosaharidi mogu biti linearni ili razgranati, a sastoje se od monosaharida povezanih

glikozidnom vezom. Monosaharidi u formi prstena (piranoze) sadr ge j edan K i
anomerni centar, aldoze na C-1, a ketoze na C-2. Glikozidna veza je kovalentna veza

Iz meugljika hemiacetalne (aldoze) ili hemiketalne (ketoze) skupine monosaharida i

neke mol ekule koja s adnprgdruganmolekula onbnodahanda).s k u pi n
Ovisno o pol ogaj u n uakisika)abdndsana &noraejni ugljixdv atoma t o m

i monosaharidni p kgsl ti ekno, z i-glilkvzidnu i ez kejenmoguUbiti
odgovorne za razlilita strukturna obiljegja i
sastava. Utjecaj vrste glikozidne veze najjednostavnije je prikazanna pr i mj er u gkr
celuloze, obje makromolekule su homopolimeri glukoze, a razlikuju se u vrsti
prevliadavajulih veza kojima su povezatlé mol ek
veze, a u celulozi b 14 veze.b 3

1.3 GLIKOKONJUGATI

Gl i kokonjugat. SuU spojevi u kojima su jedna
jedinica (glikona) kovalentno povezane s neugljikohidratnim dijelom (aglikonom).
Oligosaharid koji nije vezan za ahjaiiktora posj e
u svojoj terminalnoj monosaharidnoj komponenti(i zuzev ol i gosaharida u |
povezani na svojim reducirajulim kraj)kva ma, k:z
glikana na kojem se nalazi aldehidna ili ketonska skupinastoga se naziva redu
kraj, pojam k o j i se oidialknd kkaardiastj e gel erni | anac ve
nalin izgubio svoju reducirajulu snagu. Suk| e

nereduciraj Maj megtiaj emmnoes ajh@jravlij kjoy i u sgr ali
kod kral j:egnjaka su

l.pentoze (neutralni ge[erDi-ksiIeza);pet uglji kovi h a
2heksoze (neut r auglhkovih@terhagnpri D-galaktozpk s
3. heksozamini (heksoze s amino skupinomnapozi ci j i 2, gbodnaili, moge r

| e ¢ I acetilitdna, npr. N-acetil-D-glukozamin);
4. 6-deoksiheksoze (npr. L-fukoza);

5. uronske kiseline (monougljilne kiseline dobi
skupine aldoza u karboksilnu skupinu, npr. D-glukuronska kiselina);

6.si j al i ns k eketk kiselied 9 % @gljikgvid atoma, npr. N-acetilneuraminska

kiselina).

Nadal e, sl obodne hi droksil ne skupine mnogi h
modi ki facij ama, od k oj ishlfatacijn, nretilagijh, éOgatetlacipo s f or i |
acilacija masnim kiselinama, gto dodatno dopr.i
do!l azi do modi fi kaci | a sl obodni h hidroksil ni



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

Glikokonjugati se ne razlikuusamop o ugl ji kohi dratnoj podjedini
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. UKLl jul eni Su u stanilnu signaliza
su za pravilno funkcioniranje kako pojedinih stanica, tako i organizma u cjelini. Glikani
vezani na proteine znal aj no ut jnedouo smaanjes a mu st

funkciju i stabilnost.*

Naj |l egli nal i ni vezanja glikana na proteine |
bol nom | ancu (Asnd p gnotairgshkojnakosnici (N-vezani glikani) ili preko

ki si kovog at oma na (Seniltreanima (Thg o paleinsk@ okosnia (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 eukariotasviN-ve zani gl i kaadetzialp@ll u hgo zia Wil veramm ( Gl ¢ Na
naasparagin, t akol er s wimonosataiidau g regimdigell glikana: Ma n U 1
3( Mamwl) Ma Gl ¢ NAL®Ilc N AAsHX-Ser/Thr (slika 1). Na osnovnu se

strukturu zatim vegu ostali monosaharidi, a o
di jele na: kompleksne glikane (osnowna ngtur Nkt |
acetilglukozaminom), oligomanozne (razlilit b

hibridne glikane (na Ma n tBilkrak osnovne strukture dodane su jedna ili dvije antene
k oj e p odceétigljkozantihom, a na Ma n tblkrak osnovne strukture vezane su
i skljulive manoze).



M N-acetil-D-glukozamin (GlcNac) .,-‘.___
@ D-Manoza (Man) ) .f.'_‘..n 4.0 4.0 Asn
() D-Galaktoza (Gal) @
@ N-acetil-D-neuraminska kiselina (Neu5Ac) OSNOVNA STRUKTURA N-GLIKANA
WV  L-fukoza (Fuc) / VEZANIH NA GLIKOPROTEINE
v 0.
¢ R e R @
- asn SN
- ..‘.‘/'_x p oo EEp . f,;‘.li ,x.[g J.ﬁ Asn
® |
KOMPLEKSNI GLIKANI ﬂ“‘--ﬁ_. HIBRIDNI GLIKANI
P N
o n"n l.|{ l.ji Asn
.u 2."l
OLIGOMANOZNI GLIKANI
Slikal.Na sl i ci je prikazana -wznioglikana imgneglohutinastesit r ukt ur
vrrste mogulih glikanskih struktura, komgonghksni, o

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-gl i kana na protein z
endompl azmatskom retikulumu dok |jowWasewuaje tr
Golgijevom aparatu, dokseO-gl i kozi |l aci ja odvija iskljulivo
aparatu.® Za razliku od sinteze peptida, glikozilacija se ne odvija prema kalupu, no
svejedno je strogoreguliranana vi geU rrazgwlaaci ji sudjeluju tak
(enzi mi vezani za glikozilaciju). Kod | judi |
|l ega 209 glikoziltransferaza, 76 glikozidaza,
transport monosaharida, 54 enzimavezanauz sul fataciju i 31 enzim

biosinteze glikolipida i GPI (N-glikozilfosfatidil inozitol) sidra.®

1.5 IMUNOGLOBULIN G

Imunoglobulin G (IgG) jedan je od najzastupljenijih glikoproteina plazme, sintetiziran je u
pl azma stanivaagma tde ol ihmmimor al nog . Kontenracjao gk og o
pl azmi zdravi h osoba | Biojé supespdradiceZimunoglobBina mg / mL .
(1'gSF) koj a se srazetdapt. izotipovad, Igh, IgGalgA, IgD iilgE, iprema
ami noki selinskom s IF¢dometiuimunaglgbklio & sel zatim digli uu
podrazreda IgG1, IgG2, IgG3 i 1gG4, takolLer prema aminokiselin:
di sul fidnih veza .iIgésesdstojiote\g& i the d lkaa a(cth) pol i pej
(507 70 kDa) i dva laka (L) polipeptidna lanca (25 kDa), slika2.Svaki tegak | anac
je disulfidnim vezama za jedan laki lanac, a tegki | andiaketwzmme Lusob
disulfidnim vezamau podr ul| jRio dzigudlolda aijeli 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 FCcoR receptor napovr gi ni stanica iimunol @
efektorsku funkciju IgG-a. Fab domena sastojiseodCul( C dol azi od AConst a
AHeavy ¢WgdiVnilol azi od Avariabl e@l delaria o0é¢gh
chain) i VL regija lakih lanaca kojeve gu odrelene antigene. Varija
SuUu za prepoznavanje i Fcadormenagastojisséad dwgueeotudijgkii | no st
visokokonzerviranih regija, Cv2iCh3 na svakom t e gXregiamh rmmau . u C
tegka | anca s e inski astamiz(Asn-2879 paakojeng se nalaze N-vezani

glikanskilanci. Ta k o,l1®ir20% | gG mol ekul a sadr gi dodatna
Fab domeni. Fc N-v e z a n i gl i kani nal aze se u hidrofob
poprililno rigidni kako bi odrgal i Fc domenu
naFcoRr eceptor, dok su Fab vezani gli kani puno
sastavug| i kana na Fc i Fab domeni, koli&liwaj gli ka
N-acetilglukozaminom u struktur.i $ & 9 Kaall a kK 0
i munogl obulina G8eprmaonagénkasi iu @®zbogevbg u z gl
girogkpgktra djelovanja i vagnost.i u i munol o«

naj pr o uglikepnoteipa. h

Light-chain
hypervariable
regions
might chain
Heavy chain
Antigen Fab
binding é Heavy-chain
hypervariable
regions
| Interchain
disulfide Hinge region
bonds
Biological fe  Intrachain Complement-binding region
activity disulfide Carbohydrate
mediation bonds Y
V and V,: variable regions

o C, and C : constant regions




Slika2.Gr alLa i munog!| olwlmema &.0| Ralv eigkastalzabina dpmema. F ¢
Slika preuzeta s https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-
function.

Promjene u glikozilaciji Fc domene imunoglobulina G mogu mudr ast i | no pr o mi
funkciju, a ovise o starosti, spolu i prisustvu ili odsutnosti bolesti.* Pr i mi j je tlae n o
starenjem dol azi do porast a g-acetiglakozarkinom i st r u Kkt

agalaktoziliranin glikanskih struktura (glikana bez galaktoze, GO), a smanjenja
digalatkoziliranih (glikani s dvije galaktoze u strukturi, G2). Kod nekih autoimunih bolesti,

poput reumatoi dnog artritisa, takolLer dol azi
struktura. Suprotno t ome, tijekom trudnol e
imunoglobulina G s agalaktoziliranim glikanskims t r ukt ur ama, dapal e, K 0
bol uju od artritisa primjeilena je remisija bol
agalaktoziliranih N-glikana 1gG-a.*! Promjene u glikozilaciji uo|l ene su i u dr
autoimunim bolestima, karcinomima, upalnim bolestima, kao i kod nekih zaraznih bolesti,

gto glikane stavlja u fokus istragivanja kao
|l gG mol ekule bez srgne fukoze na glikani ma s

stamcli hot okovisné ompatutijelima, u odnosu na fukozilirane molekule, zbog
veleg afiniteta IlllRarecepterza priswnostngikand sa sijalinskim
kiselinama mijenja aktivhost IgG molekule iz proupalne u protuupalnu. Li nj eni ca d a
speci fil ne gamoduonatioprotngalno djgkbvanije, koristi se kod intravenske
primjene imunoglobulina G (IVIg), kao terapija za suzbijanje mikrobne infekcije te kod

upalnih i autoimunih bolesti. Obogali i vanje pripravka terminaln
pospjeguje protuupadVagndsgel amahij el ¥lvgek ovziigleac
do!l azi do izragaja i u farmaceut skoj i ndust
protutijela (mAb, monoclonal antibody). Velin
u razred imunoglobulina G te se pokazalo kako glikozilacijan e u tsam® haestabilnost

vel i neemAb migravaka nareceptore,u spj egnost ter ®pije i nu:

1.6 VI SOKOPROTOLNE ANALI ZE GLI KOZI LACI JE

Analizama glikozilacije velikim studijama, gdje se istovremeno analiziraju velike skupine

pacijenata s nekom specif i | nom b ol e gpojedinaca (kodtrola)y mdgu se

razjasniti specifilne promjene u glikozilaci]
ako uople, variraju tijekom bolesti. Tako ot ki
utjecatinasmjerivr st u terapiij e. Ovako velike studije |
do nekoliko tisula uzoraka koj.i se mogu anal
gli kozilacije kljulan razvo]j osjetljivih, rob


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

2.VISO ht wh¢h2b9 -GLIKANA IMIAROGLOBULINA G

Opsegne studije glikoma omoguluju i denti fika
pojedinim bolestima te prugaju informaciju o
Derivatizacija glikana se provodi u svrhu vezanja krgmofora na glikane i pomjal j ga
ionizacijskih svojstava, | i me s e o0 mo g udlikagskh stauktard segamacijskim

tehni kama ¢ e&ptilnls&km kromatografija ultra vis
hidrofilnim interakcijma s fluorescencijskom detekcijom, HILIC-UHPLC-FLR i kapilarna

gel elektroforeza s laserom potpomognutom detekcijom, CGE-LIF) ili maseno
spektrofotometrijskom detekcijom (t ek ui i nska kromatografija spr.
masenom  spektroskopijom LC-ESI-MS te matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom, MALDI-MS).4

Vel i na rwaizvok @mimétoda ddnosi ke na analizu slobodnih i derivatiziranih
N-glikana imunoglobulina G za HILIC-UHPLC ili CGE-LIF separaciju i detekciju. Prednost
takvih metoda je gto omogul uj sobjeaomedejgta anal i
Fab i Fc. lako su takve tehnike pouzdane za kvantifikaciju struktura, treba imati na umu

da ne prugaju ni kakvu i ndglikama mapratejn.uMasenoompgee st u Vv
spektroskopijom najlegie analiziraju glikope,
informaciju o mjestu vezanja glikana na prote

Fc glikozilaciju pojedinih podrazreda IgG-a, no masena s pektroskopija prug
kvantifikaciju, posebice sijalinskih kiselina, te iziskuje dodatne korake derivatizacije za
stabilizaciju sijaliniziranih struktura.*

Naj|leglie korigtene derivatizacijske tiehnike

permetilacija, a kor i st Mi sbkag¢logva adicija i obiljegav
pri kladne metode derivatizacije ne ovisi S ama
kasnije koristiti za analizu, vel i proteimal i nu
Naime,r edukti vna aminacij a, Mi chael ova adicij a
sl obodan reducirajuldi kraj gl i kana-glikagatmm i h | i
neizaderivatizacijuO-gl i kana koji se ostelmnacljomjf?u redukti v
Ve | i pratokolazaanalizuN-gl i kana | judskog i munogl obulina
aizplazmeiliseruma,zat i m sl i j edi o0 t paueyder@atia®ja stphodnkha na s
glikana. Prije separacije i det ekci j eapgtiebn&ja n a s n
prolistiti od suvigka s%®l i i sredstva za deri
Kod visokoprotolnih anali za, gdje se krelie iz
se gto vige uzoraka moge obradit:. odjednom te
daseodj ednom moge analizirat. 96 wuzoraka, t]
plolice s 8 x 12 jagica.



Shema analize N-glikana imunoglobulina G dana je na slici 3.

izolacija zeljenog oslobadanje
glikoproteina iz slobodnih

prodis¢avanje
derivatiziranih
slobodnih
glikana

derivatizacija
slobodnih
glikana

separacija i

plazme/seruma glikana (N-

detekcija
(1gG) glikani)

enzimatsko reduktivna ekstra kc]icja na HILIC-UPLC-
protein A PNGazaF aminacija CW(SSt;E;"Z” FLR
protein G PNGazaA p;ri::‘:;?f RP-SPE CGE-LIF
(m(lj)nglitne Enc{oH adicija PGC-SPE LC ESl_MS
plocice) kemijsko obiljeZavanje AEX-SPE MALDI-MS
hidrozinoliza hidrazidom HILIC-SPE

Slika 3. Shema analize N-glikana imunoglobulina G u ~ vi sokoprot ol ni me. met oda
Najl egl e kor i gpodebljane. RRIPET &klestsuwakcija na | vrstu faz

obrnutih faza, PGC-SPE i ekstrakcija na |vrstu fazu kr omat oc¢
ugliikom, AEX-SPE 1T ekstrakcija na | vrstu fazu krSPEHatogr af
ekstrakcijan a | v r stteuk uf lanzkiemiatografijom temeljenoj na hidrofilnim interakcijama,

HILIC-UPLC-FLR - t e k u Ia kronstografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim

interakcijama s fluorescencijskom detekcijom, CGE-LIF i kapilarna gel elektroforeza s laserom

induciranom fluorescencijskom detekcijom, LC-ESI-MSit ek ul i nska kromatografij
elektrosprej masenom spektroskopijom, MALDI-MS - matricom potpomognuta laserska
desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom.

2.1 1ZOLACIJA IMUNOGLOBULINA G

Za izolaciju imunoglobulina G iz uzoraka serul
analizenaj |l egl e se kori sti afinitetna kromatogr af
proteina G. Protein A i protein G su bakterijski proteini koji na sebe v e ¢gne samo IgG iz

iudskepl azme, vel i mnogih drugih vrsta, a na tr.
(sefarozna zrnca, agarozna zrnca, magnetna zrnca) i | i kao monorlaazlniel iptliom
broemj a g.Zx avi oskoapabialkense koristle plolice s 9
Razli ka izmelLu proteina A i proaleetparar®dg € u t ¢

IgG-a, IgG1, 1gG2, IgG3 i IgG4 (srednja konstanta disocijacije za sva | e tpbdrazreda
Kd -~ 2x10'° mol/dm3) dok pr ot e i n samo I§Cd,0gG2 i IgG4 (srednja konstanta
disocijacije za sva tri podrazreda Kd -~ 2x10'° mol/dm?3). Optimalan pH za vezanje IgG-a
na protein G je izmelLu 4 i 5, dok | €adbjg vezan
vrste proteina glavno mjesto vezanja na IgG-u je u p o d r u | domeneFi ¢o kod spoja



regija CH2-CHs, proi |l emu u vezanju sudj el uprnegieir i ami
| et i r 3 regge. KOMHpleks proteina G s Fc domenom ukIl j ul uje nabijen
interakcije, dok se kompleks proteinaAsFcdomenom st abi |l i zira uglavnom
hidrofobnim interakcijama. 14 16

Korigtenje plolicajsdh®sjtayinma namogwinjjee uzor a
pH, dok se IgG eluira pri niskom pH (npr. 0.1 M amonijev formijat), nakon | ega g:
potrebno neutralizirati (npr. 1 M amonijev bikarbonat) odmah nakon eluiranja kako ne bi

dogl o do negel jene dinad rvelikaipreénossavgkwd afimtstdog h ki s
pr gl iavamjoag uji eregendracije proteina A i G, njihovim pravilnim ispiranjem i

skl adi ptsé gjuerava se veli b-adNedostatdkbus&viogohati
izolacije je gto se dobiveni | g G napoteebno u vel
odsoljavanje (npr. hladnim metanolom)!® ili izmjena pufera prije daljnje analize
glikozilacije.'®* Shema izolacije IgG-a pri mj enom protein G plolice
slici 4.
/ R
el

A

— \ \ :
EKVILIBRACIA ISPIRANJE ELUIRANJE ), &
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 plolice s 96 jagica.

220T PUGT A N-GIEKANA S IZOLIRANOG IMUNOGLOBULINA G

Nakon izolacije IgG-a iz inicijalnog uzorka potrebno je osloboditi glikane iz kompleksa s

proteinom. Os | o b a INaglikpna s proteinske okosnice IgG-a mo g e s e i zves
enzimatski ili kemijski, no u visokoprotol nimajdreajliiezapai ng e
enzi matsko &sl obalanje.



2.2.1 ENZI MATSKO OIRANSTANIE N

Neposredno prije enz ianaddGselpargbnoodenaturicat kako pige gl i k
pospj egienzinpavézsom mjpstu glikana. Za kidanje disulfidnihvezas e naj | egl e
kori sti SDS ( nat r i-jekaptoetanot] eitoirditol @®TT) fli anfhdva b
kombinacijap r i povigenramm. t emper at u

Za enzi mat sko o tumtopint kariste se endoglikkzalaze koje kataliziraju
cijepanje unutarnje glikozidne vePNGazalFjak ok on|j
koriste se j o @NQaza 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 u sna aspagagio N-vezame wlgdsaharidey asim onih koji
sadr g8 dngnu fukozu (srgna modifikacija glika
ukl julujuli [ vV i ns pkeknoplaksme glkane. Mehanizdnr deglikozilacije
prikazan jenaslici5.Nakon degl i kozilacije dobije se gli

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
hidroksil nu skupi njak (stike 5B} ©ptimanpradg pHaenzina ¢e 3.6,
no enzim je aktvanup H podr ul ju Jod g edmal®Prednost ovog

zadr gava aktivnosi 30 iup)reetkiomat rrie adkacniajpmza bog | e
dulje inkubacije s nativnim glikoproteinima.® 13.20
A)
glikan sa slobodnim
reducirajuc¢im krajem
CH,OH
] .
~o Ol [ NH.)
HO S/
PEPTID NH
CH,OH ) | _d
R\ e} H / NH H.C \\O -
0 NP LN PNGaza F
HO c CH aza PEPTID
Il N —>
NH [e) c=0
/ NH
He—C% | /CHZ\ /
=~ Yo PEPTID Ho — ¢ oH_
(6] c=0
srini N-acetilglukozamin asparaginski ostatak |
; ; aspartat
glikoproteina PEPTID

10



B)

CH,OH CH,OH
R R
o °L _MH.  HO0 Si6r) . OH
o
NH -NH, NH
G —C
H,C N H.C Y
Yo Yo
Slika5.Mehani zam enzi matske deglikozilacije glikoprot

reakcije su protein s asparaginskom kiselinom umjesto asparaginom i glikan s amino skupinom
na sl obodnom r edu c?%¥, kdgajuwvddenom rkedija $pentano (hidrdlizira (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)

ot p ugilkare otporne na PNGazu F,dakleone ol i gosahari-8eskgpu s:
fukozu. Mehanizam djelovanjaje sl i | an onom PNGaze Fusenakon
slobodan glikan i deaminirani peptid s aspartatom umjesto asparagina. No za razliku od

PNGaze F, PNGaza A ne moge katalizirati degl il
samo glikopeptida.® 4 15

Endo H (endoglikozidaza H; endo-b-N-acetilglukozaminidaza H) jevi soko speci fi
endoglikozidazakojaot pu gt a oligokndnpzoeli hibvidme glikane. Nije prikladna za

v e | iamaliza N-glikana s obzirom da ne hidrolizira glikozidnu vezu kompleksnih glikana.
TakolLer, za razli ku od pr et hodaiepanja glikoponer ut a d\
veze je i z me L us rdgvNaacetilglukozamina, dakle ostavlja jedan GlcNac vezan na
asparaginski ostatak proteina. S | an imehanizami ma i endogli kozi daza F
maneosjetljiva na konformaciju proteina, gt o
potrebno denaturirati protein.13 4 15

2.2.2 KEMIJSKO OGUKANATANJE N

Kemij ski pri mlikanps op p wlgitgékipgotrioagjest alkalna hidroliza, tj.

hidrazinoliza. Kod ovog pristupa treba biti na oprezujerseuzN-ve zane gl i kane ot

i O-glikani. Hi dr azinoliza nije toliko praktilna za
ot pu gt a nKkompliczahijth givjeta analize, naime reakcija se odvija 8-12 sati ha

temper at ur i, asam hidee2io je izi2etnoan hi d,r il mlasi | na i e ks

kemi kalija te je potrebno pazi tMeharizankreakcpee bi d
nije u potpunosti razja g n j agpretpostavljeni mehanizam reakcije prikazan je na slici 6.
Gli koprotein se u potpunost.i pocijepa, ami nok
0 s | o b o Egkkani gubd N-acetilnu skupinu, stoga je nakon hidrazinolize potrebno
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https://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeId=t58

ponovno N-acetilirati glikane te pocijepati popratne acetohidrazonske derivate kako bi se

dobili slobodni ¥educirajuli krajevi
HoN
NH
OH : | OH
Q C=0 Anhydrous 0
HO&H—C—CH by NH;-NH, " +NHo-NH,
Ho NH % ] — = HO NHe o
4 o NH NH, “NH,
HzN\r ¢ | + amino acid hydrazides
NH, + CH,CONHNH,

Ac,0O

OH OH
OH o sat. NaHCO4 0 sat. NaHCO,4 o]
RO ROHO IquO
Ho NH—NH NH—NHAc oA
NH; ? MH A
Ac Ac

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam reakcije alkalne hidrolize glikoproteina anhi dr i | ni m

hidrazinom (NH2-NH,).

Takolkeorl,i ¢ v amlao

osl 9bolh@dmihh

gl i kana

mo gje

biti

pripremu

uzobbadk a ma ngjt o

ulinkovigtost znboadge § i hk oz

nuspojava i gubitka glikana tijekom postupka. Iz tih se razloga kemijska deglikozilacija

koristi rijetko u

vi sokopr ot olglikanaf anal i zama

2.3 DERIVATIZACIJA

Dal jnja

anal i zgikana slgG®a oticeqnd ht Nl i u

nekoli ko

k or

1. obiljegavanje

r e du c i-glikapau fedulgivnok r amijnacijoms | o b o d |

(naj |,eMjchaelpvom adi ci j om il i

obiljedglkhomanj emahisd i

separacij a

t ek ul i ns Wtmnvisoker dielotaotnosti, rkapflainpno gel

elektroforezom ili masenom spektrofotometrijom;

2. permetilacija svih slobodnih hidroksilnih, amino i karboksilnihs k u pi n a,
provodi masena spektrofotometrija i MALDI ili ESI;

3. nativni, neobiljegeni, reducir aj
(detekcija vremena preleta elektrona) masenom spektrofotometrijom.13

nakon |

u-TOF kr aj

12
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2.3.1 REDUKTIVNA AMINACIJA

Reducirajuliobkirlajjéupgesceskmmii UV-apsor biraj ujtoon boj
omogulava detekciju i kvantifikaciju glikana,
Limit detekcije za oligosabajiodejebiotjpegeénaef
uodnosunaUV-apsorbirajul e boobiel,j esgtaovgaan jsee gzlai k ana n
fluorescentne boje koje u svojoj St rsuojkmt ur i S
primarnim aminom na aldehidnu skupinu glikana i reakcijom kondenzacije dolazi do

stvaranja Schiffove baze, slika 7. Me d i | u kojem dol azi do-reakci
sul foksid s dodatkom octene kiseline (&ao: 30),
i met anol . Prednost @ \jeastemoenetrijski ednas 1:b, lndnbdspoe g a v a n |
jedna molekula boje na jednu molekulu glikan:;
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 i monosaharidi vezani glikozidnom vezom, R' i
flurorofor.

Za fluorescentno obiljegavanje glikana koris
naj | ekglird gfluceescentne boje nabrojane su u tablici1. S obzirom na (i
upotrebu, za v e | inavedenih b 0 j e n a postajegkiorgetcijalni setovi sa svim

potrebnim reagensima za brzu i reproducibilnu analizu. U skladu sa zahtjevom za
fluorescenciju, sve boj e s adr gdelokaliziras i mu k't ur i
elektronima koji moraju biti u koplanarnoj konformaciji i s funkcionalnim skupinama za

postizanje maksimalnog intenziteta. Amino skupina, koja je neophodna za stvaranje
Schiffove baze, takolLer pridonosi i nskem zi t et L
prirodom. Trenutno se na trgigtu nalaze i Ar a|

13



u funkci

fluorescencij e,

s k
no

onal nim

upi
| e

nama

sto

S u

t

e

posl jedilno

br z

pbnod j elgaplajng at e

broja uzoraka. 2

Tabl
MS detekcijom.

ica 1.

Naj |

egl e

korigtene f|

uorescentne

FLUORESCENTNA
BOJA

KRATICA

STRUKTURA

PRIMJENA

2-ami noben
kiselina
(2-antranilna

kiselina)

2-AA
(AA)

NH,

o

Obiljegavanje
pH 5.0, 80 C, 15i60min.
Sadr ¢gi jedan n
gto ju |lini QGEI
separacije i separacije MALDI-
TOF-MS-om u pozitivnom i
negativnom na
Osijetljivija detekcija u odnosu
na 2-AB. 4

2-aminobenzamid

2-AB

Obiljegavanje
DMSO/octena kiselina (7:3), 60
C, 120 min. Neutralna je i s
obzirom na nedostatak naboja
priklana je za kromatografske
analize. Omogul uj e
kvantitativno mjerenje relativnih
kolilina gl i k4
stehiometrijskom odnosu
glikan: boja 1:1. S obzirom da je
ugirokoj aryijens je ¢
online baza podataka sa
standardnim vremenima
eluiranja 2-A B obi l
glikana separiranih  HILIC-
UHPLC-FLR. ¥/

2-aminopiridin

2-AP
(PA)

m
x
w w
@

[eoNe]
~ ~
W
onN
o o

Obiljegavanje
90 C, 95 min. Primjenjuje se
kod pripreme glikana za
UHPLC analizu. Tak oL er

nju  postoji online baza
podataka standardnih vremena
eluiranja za analizu glikanskih

struktura. Nedostatak ove boje
j e nedostatn

komercijalno dostupne PA te ju

j e nugno rekr

upotrebe. 3

14
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Obiljegavanje
08 NH, kiselini s 2-metilpiridin boranom
i 37 C, 16 h.
O negativna nabo
odlilnim izbor (
8-aminopiren- O‘ glikana kapilarnom23 gel
1,3 6-trisulfonat APTS ‘ elektroforezom (CGE).
0;S SOy
& Ex 488 nm
& Em: 520 nm
Obiljegavanje
o (CHs uvjetima kao 2-AB, koristi se za
4-amino-N-[2- UHPLC anal i z¢
(dietilamino[)etil] . /Ej)k N Cietljivost). S obzirom  da
. roA g
benzamide H,N sadrgi u strukt
(prokainamid) >Ex: 250 nm s V|sok_|m aflnltetor_n za protone,
aEm: 428 nm odl ; ! an ] ¢€ "MSb.
pozitivnom %l i
Redukcijska sredstva se naj |l eglie dodaju izravno u reakc
geljenom bojpoimmk| &dabgr reducensa je kritilan
reducirao intermedijarni i min (Schiffova baz
Skupina (na glikanu i boji) podlognih redukci
z a k or i @pduldim¢@j aminaciji, iako mnogi od njhi spol javaj u negeljen

smislu selektivnosti, sekundarnih reakcija, reakcijskih uvjeta te opasnosti za sigurnost i
t o k s i Donedavha je najprimjenjivaniji reducens u reduktivnoj aminaciji bio natrijev

15

cijanoborohidrid (NaBH3C N) . Odli kuje se visokom selektiwvn
mnogim otapalima i stabilnodglu u ki ss@eNngem medi |
preporulen za vVvisokoprotol ne anahusprodukatab og st
cijanovodika (HCN) i natrijevog cijanida (NaCN). U vi sokoprotol nim ar
NaBHs3CN je danas skoro u potpunosti zamijenjen 2-metilpiridin boran kompleksom (2-
pikolin boran), struktura na slici 8. 2-metilpiridin borani s pol java sl i |l nu sel e
NaBHsCN, a prednost je ¢gto se moodeaompnedijuitf3eni ti
B

=

N

BH,
Slika 8. Struktura 2-met i | piri din borana, netoksilnog i p oV
reakcijama obiljegavanja gl i &nalmea® u vi sokoprotol ni



2.3.2 MICHAELOVA ADICIJA

Obiljegavanje reducirajulieg krajammghiakbaegl eno
amonijev hidroksid) uvj et i ma Mi chael ovom adicijom, | 1 me
sijalinskih kiselina u kiselom mediju, svojstvenom reakcijama reduktivne aminacije.

Mi chael ova reakcija e reakcij a nu&kd ewif i d mie
karbonil ni spoj , | i m&€ veko U blagim redlkwijskimtuvjetimaa nj a C
Reagensi Koj i s e k or ilgenil8-metib5-pimioion (PMR), ajegawn j e s u
metoksi analog 1-(p-metoksi)-fenil-3-metil-5-pirazolon te 1-(2-naftil)-3-metil-5-pirazolon

(NMP), UV-aps or bi r aReaKcija selbdvijae dva koraka. U prvom koraku, jedna

mol ekula boje (donor) vege se na reducirajul
otpugtanja molekul @ewvmde [ie nsotgv &kraarbjomilU,a.b U dr
do stvaranja Michaelovog 14-adi ci j skog produktmekasjlugaacgij
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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H;C

%

/

HaC
NH,*
H H;C\
HLC =
Ho (o HO
H CH oe —_—
H H \
OH
— ~
Hac/

O

Hac
OH.oH R‘i‘i
)
O—H

l Loss of HyO toform

o, B —unsaturated
carbonyl compounds

H

Michael 1,4-addition procedure

0 e

%

\=N\N O
Dava
N

y SC/=“'N

IVlichael 1,4-addition product

Slika 9. Mehanizam reakcije Michaelove adicije dvije molekule 1-(2- naftll) -3-metil-5-pirazolona na

glikan sa

Nedost at ak

obiljegavanj a Mi

slobodnimreducirajuilim krajem.

chael

ovom

adi

molekule glikana i boje, 1:2, stoga kromatografska svojstva ovako derivatiziranih glikana

Vi ge ovi

2.3.3 OBl

Obiljegavanje
separacije i detekcije kromatografskim tehnikama i masen o m

S e 0]

s amoj

boji,

LIJEGAVANJIE HI

DRAZI

gto

DOM

nepovoljno

cCijo

ut j el

s | o b o d nglikpnaridrazidami ne korjstusk sago kb aj a N
spektrofotometr.i

kod ispitivanjab i ol ogki h Oidntder a k@i jaa hi dr a z fediadraziaj | e gl e
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zbog jednostavnosti reakcije ( paenije dpottelana i do
pr ol i gl),awsaka josjetljivosti i kvantitativnog prinosa dobivenih derivata,
fenilhidrazona glikana. Reakcija fenilhidrazina sa slobodnim glikanima prikazan je na slici
10. %8
o]
Oy
FENILHIDRAZIN _NNH_Q
FENILHIDRAZONSKI
W DERIVAT
GLIKAN SA SLOBODNIM
REDUCIRAJUCIM KRAJEM
Slka1l0. Reakci ja obiljegavanja slobodnog glikana fer
Od ostalih derivata hidrazida koristi se i Girardov T reagens (karboksimetil-
trimetilamonijev hidrazid). S obzirom da gl i kani derivatizirani pom
dobivaju trajni pozitivni naboj, tako obiljeg
masenom spektrofotometrijom (MALDI-TOF-MS), slika 11.28
(o}
OH )|\ CH,
C=0 + HN—N C—N—CH
\/W\'“<:/ 2 H H, | 3
H CH;
reducing end GT reagent
H,0
o}
oH J\ CH;
—N—-~N C—N—CH
oL
H CH;
Glycan-GT
Slikall. Obi | j e § av a n kraja glikana Gicaidovien T tehgengom.
Kodi spitivanja biomolekularnih interakcija gl:i
hidrazina i biotina. Tako obiljegeni glei kani

18



se koriste kod t ehni.lOdbiotirehidtadineki Kerivata mhnBjf begpev a
primjenjuju biotinil-L-3-(2-natftil)-alanin hidrazid (BNAH) i 6-(biotinil)-aminokaproil hidrazid
(BACH), obj e mol ekualpes osrabdirrgaej uil uUM f |slika12e3ci r aj u

A) B
) 0
)OL HN)I\NH

o S

0 s
NH\/\/\)‘L - NHZ (®)
S NH O II\IH
0 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

gli kana provodi i skl jrwaljiuvogerdarmedkoidr apjeurl neent i
metiliranja svih slobodnih hidroksilnih, ami r
izuzetno hidr of ob@vakvaderivatizacja se kogisti [z& stabilizaciju

sijalinskih kiselina na glikanima te pobol j gava i oni zaciju kod IS
neutralnih i ki selih glikana u -MSazZatpotrebeo m i on
vi sokoprotol nih analiza razvijen | eseparaciu za br
MALDI-TOF-MS-om, slika13.Za met i |l aci ju se u ovomsuul| aj u

dimetil-sulfoksidu (DMSO).13~ 4,32

2. Automated 3b. Automated 4. Automated
1. Automated HILIC-SPE 3a. Automated Liquid-Liquid data acquisition
PNGase-F release Permethylation ¢
enrichment Extraction (LLE) (MALDI-TOF-MS)

0. OH
| ot he
: :!“Gas-” "m O 22270 </0 =2, AEERERER i ‘ :
°“’ y P) oM OH k"l‘““o” HHHH i | | \--
& 3 3‘ o Ve e W we e e mem

HO®N ‘I*HO

/”,',. 0. OCH
; oo <1 150 o

(:

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.?

24PROLI GLAVANJE OT PERG/AHMNRANIH N-GLIKANA

S obzirom na zaostalu k o | i proteinaii soli u reakcijskoj smjesiidas e v eréagensa

zaderivatizacijudodaj e gli kanima u suvigku, obiljegene
separacije i detekcije. Uvi sokoprotolnim analizama najvige
| vistu fazu (solid phase extr ac ffiltragijana g8k E) , n o
precipitacijaie k st rakci ja tek®ina s tekulinama

Za proligiavanje glikasna Komemcij @mnogeltiigel wp &
ASephatlsmoldiPr ol i gi avanje se zasniva na razdvaj a
velilini. Moguie je razdvojiti obiljegene gl
proteina, no ne i zaostalih peptidasobzi r om da s u siPietipitazija sekaristil i n e .

rijetko,apreci pi tacija u acetonu omoguliuje %tklanj
Proligiivanje ekstrakcijom tekulina s tekulin

adicije (kloroform - voda)®® i permetilacije (t ak o L er -kvbda)r’oidko je rkod
permetilacije| e spoot r eban dodatan kor ak (revrmdfaza®l8,i j e na
oktadecil/silika).*®

Dal eko najl| egl e skuo rriagztneen e kmse tr cad(&PE)j modificimnel v r st o

na nalin koji omoguluje brzu i efi kasnu pri mj
reduktivne aminacijeiliobi | j egavanja hidrazidom. Ekstrakci
stacionarne faze di jelimo na t e k u | rofimsnk u krc

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) uvodimoimhi dr of obna emogstupe gaobdvaj
kromatografijom obrnute faze. St aci onar na faza | e naj |l egl e

oktadeci l silika) koj a | vistim hi dolekdleobni m
Kromatografija na poroznom grafithom ugljiku (PGC)s e doduge najvige pri
prol i glimevdaenrjiavati zi rani h glikana, no optimiza
specifilnost za obiljegene glikane.,aWlkhani za
nedostatak ove metode je cijena poroznog grafitnog ugljika. Kromatografijom anionske

izmjene proli gl avaj u-ansnepiridinbn ik a-ariinobenzamidéme & e n i 2
omoguluje razdvajanje neuttd8tnih od sijaliniz
Kodekstrakcije na ltekstinfskzu kpomait wmgrafije te
interakcijama (HILIC-SPE) koriste se razni adsorbensi. Hi dr of i | ni j i obiljeg
zadr gavaju na st aci on anepolarpijeg fslabpdnog dredstva g Vv i g a
derivatizirdhnbGePBeplveljiece je najlegie potrebno

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

najlegie eluiraju vodom gto je jog jedna predi
ne dolazi do hidrolize sijalinski hNé&osated i na K :
metode je gto se glikani prvo morajogotapalapi t i
(npr. 100% acetonitril), g§gto “Ragzel ido vtees tsit adco «
faze dolaze u obliku plolica s 96 jamprca il
AcotHILICiS PEdgdiesekomadi [ i vate nal astawakeszapipeteter hovi m
omoguiukjlunj anje soli, veline neglikozilirani

SDS*¥®Lesto korigtenmi edebr behnal i(MCO)l*npaliantdad ul oz a
smola (DPA-6S, Merck), polipropilen (GHP, Pall)*vodomol| i vi politetrahi
(WwWPTFE, Pall), hidrofilni polietersulfon (Supor, Pall) te drugi polimeri.

2.5 ANALIZA GLIKOPEPTIDA

Gl i kopepti di se analiziraju u svrhu odrelive
proteinu te se analizirajuisklf ul i vo masenom s pekdaigsikddrpaojlam.i |4
cijepanje izoliranog i seuwWorstigtipsirb Uripsinnjeaseri@skan aj | e g

proteaza koja cijepa glikoprotein na karboksilnoj strani lizina (Lys) ili arginina (Arg), gt o
rezultira cijepanjem IgG-a na peptide i glikopeptide (slika 14). Inkubacija glikoproteina s

tripsinom se olBwi patmabi3,7 daC se pospjegi cij
denaturirajuli reagens (npr. gvVvanisddtiareitoli dr ok | «
DTT ili b-merkaptoetanol) t e al kilirajule sredstvo (jodo
stabilizirale reducirane sulfhidrilne skupine.t4
/Hydrolysis site for trypsin

N—c—C}{N—C—-C
H :H R

Lysine

or

arginine
slika 14. Mj est o proteolitil kog cijepanjSka gkinitk spr ot e

http://resources.qgiagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/650/BE _Proteolytic
cleavage.html.

S obzirom da se u reakcijskoj smjesi nakon tripsinizacije uz glikopeptide, soli i ostatke
reagensa, nal aze |jog i pepti di (koji i maju b
ometaju MS signal), glikopeptidi se moraju ukoncentrirati i proXZastotse najl e
koriste RP-SPE (ekst r ak ci | a n a | vrstu fazu kromatogr a
adsorbensom te HILIC-SPE (ekstrakcija n a | vrstu fazu pomol u
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kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama) s raznim adsorbensima (maltozna
zrnca, magnetne n azapidetesvatone)é, nast avci

2.6 KOMERCIJALNI SETOVI ZA BRZU PRIPREMU UZORAKA

Najlegie korigteni protokol i -plangimunqgobelimu der i \
G za separaciju UHPLC i LC-ESI-MS tehnikama traju do 3 radna dana (za 96 uzorka).
Naj v i genaodlazemainkubacije (npr. deglikozilacija PNGazomFna 37 1€ traje
sati) koje predstavljaju prazni hod unutar analize. Svaki set od 96 uzoraka iziskuje

posebnu pripremu svjedgih reagensa, a kod anal
mogu trajat i mjesecima pa | esto dol azi do korigte
serija pa | ak i razlilitih proizvolLal a, kKor i

sudjelovanj a vel eag analizamp. aSve atn @ahjske vatijable ainose
svojstvene varijacije u metode analize. Kako bi se takve varijacije smanjile razvijeni su
posebni komercijalni setovi sa svim potrebnim reagensima za brzu deglikozilaciju,
obiljegavanje i pr-gikanag i avanje uzoraka N

2.6.1 GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit

Tvrtka Waters (Milford MA, USA) nudi set reagensa za rapidnu deglikozilaciju, bojanje i

proli gl agvlankjaenaN pod nazivom -MSNGtypwWank&i RApi B
sastoji od deterdgent a, puf er a ikozeanija,ibojga pot r e
organskog otapala za odliilkaega,yapl el isteo®ob® dd 6 h|j
SPE proliglavanje obiljegenih glikana te oto
glikana (slika 15).4*
jis
. ——
»
— . )
— _

Slika 15. GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit (Waters Corp., Milford MA, USA) i kompletni
setk emi kal ija i poztar dbgreaug pma tperreigikemdaaUHPLCdi §&ESI- h N
MS analizu.*
Za brzu denaturacijuuzorcilgG-a se naj prije i nkub RapgsegsuSF3 mi nu

det er d gRapit PNBaseFpuf erom. Nakon 3 minute hlalenj
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pomoiGliycoWor ks

Ra p i dreEkonBihaGtaosrazvijghog enzima Koji u

nekoliko minuta kvantitativno deglikozilira N-vezane glikane s proteina. Reakcija traje 5

minuta na 55 C. U tih 5 minuta i nkuRagRuoriM8 boja (sftka mi nut €
16)se otopi u anhidrilnom dimetilformamiadu (DM
se 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon bojanja, uzorci su odmah spremni za HILIC-
SPE proliglavanje na ©plolici od 96 jagica s
Gl ycoWor ks ¢ EUzortiise igpiruRul visak@n postotku organskog otapala
(acetonitril uz dodatak vode i mravlje kiseline), a eluiraju u amonijevom acetatu uz
dodatak 5% acetonitrila. Ovako proligleni uzo
LC-ESI-MS tehnikom. 4142
A)
) g
q j\ @lej NH SN
Ne =
0 NH Tert!taflrySAmine
(0] Charge Tag
NHS Carbamate Rapid Fluorescence
Tagging Group Quinolinyl
Fluorophore
B)
o N i N(
) = N S S
d ™
\Hzo
| N
i ! . !
[« " NH/\\/N\/ X NS
N q + qw + co,
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
uzorci ma, boja se nal azi u anhidril|l nomedjgmdi j u (D
kojem se nalaze uzorci, N-hidroksi-s uk ci ni mi dna skupina brzo [ S pc
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