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1. UVOD 

1.1 GLIKOBIOLOGIJA 

Glikobiologija je relativno mlada grana molekularne biologije koja prouļava strukturu, 

biosintezu, evoluciju i bioloġku funkciju glikana. Pojam glikana obiļno obuhvaĺa 

oligosaharidne lance vezane na druge bioloġke makromolekule (proteine, lipide), ġiroko 

rasprostranjene u ģivim organizmima.  

Tijekom revolucije molekularne biologije 1970-ih godina, prouļavanje glikana uglavnom 

je kaskalo za prouļavanjem ostalih makromolekula, dijelom zbog njihove strukturne 

sloģenosti, a dijelom zbog poteġkoĺa u odreĽivanju glikanskih sekvenci, naime, 

biosintezu glikana nemoguĺe je neposredno predvidjeti iz DNK predloġka. Termin 

Ăglikobiologijañ stvoren je tek 1980-ih godina, zahvaljujuĺi naglom razvoju tehnologije, 

posebice masene spektrofotometrije (razvoj ESI-MS i MALDI-MS tehnika)2, koje su 

omoguĺile dublja istraģivanja struktura i funkcija glikana, a prvenstveno je obuhvaĺao 

kombinaciju naļela biokemije i tradicionalne kemije ugljikohidrata s modernim 

razumijevanjem staniļne i molekularne biologije glikana, posebno njihovih konjugata s 

proteinima i lipidima. 

Podruļje glikobiologije je danas brzo rastuĺe polje prirodnih znanosti, a obuhvaĺa kemiju 

ugljikohidrata, enzimologiju biosinteze i razgradnje glikana, interakciju s receptorima, 

ulogu glikana u sloģenim bioloġkim sustavima te njihovu analizu ili manipulaciju raznim 

tehnikama.1 

 

1.2 MONOSAHARIDI 

Prema IUPAC-ovoj definiciji, glikani su sinonim za polisaharide, makromolekule 

monosaharida povezanih glikozidnom vezom. No, u teoriji se pod pojmom glikana ļeġĺe 

misli na ugljikohidratnu podjedinicu glikokonjugata. 

Osnovna graĽevna jedinica ugljikohidrata su monosaharidi. Monosaharidi (ġeĺeri) su 

molekule koje u svojoj strukturi sadrģe karbonilnu skupinu, ili na kraju ugljiļnog lanca 

(aldoze) ili na ugljiku unutar lanca (ketoze). Monosaharidi se najļeġĺe sastoje od 6 

ugljikovih atoma (heksoze). Ļetiri od ġest ugljikovih atoma ima na sebe vezane ļetiri 

razliļite skupine, stoga heksoze imaju 4 kiralna centra. Skupine vezane na kiralne centre 

mogu se vezati na dva stereokemijski razliļita naļina, stoga je moguĺi broj osnovnih 

heksoza 16 (24). Ġeĺeri koji se razlikuju u konfiguraciji na samo jednom atomu ugljika 

nazivaju se epimeri (npr. D-glukoza i D-galaktoza). Ġeĺeri koji se razlikuju u konfiguraciji 

na sva ļetiri 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.  
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U slobodnoj formi, monosaharide nalazimo u obliku lanca ili prstena, dok se unutar 

oligosaharida nalaze iskljuļivo 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) sadrģe jedan kiralni 

anomerni centar, aldoze na C-1, a ketoze na C-2. Glikozidna veza je kovalentna veza 

izmeĽu ugljika hemiacetalne (aldoze) ili hemiketalne (ketoze) skupine monosaharida i 

neke molekule koja sadrģi nukleofilnu skupinu (npr. druga molekula monosaharida). 

Ovisno o poloģaju nukleofila (najļeġĺe atoma kisika) u odnosu na anomerni ugljikov atom 

i monosaharidni prsten, razlikujemo Ŭ-glikozidnu i ɓ-glikozidnu vezu koje mogu biti 

odgovorne za razliļita strukturna obiljeģja i bioloġke funkcije sekvenci inaļe identiļnog 

sastava. Utjecaj vrste glikozidne veze najjednostavnije je prikazan na primjeru ġkroba i 

celuloze, obje makromolekule su homopolimeri glukoze, a razlikuju se u vrsti 

prevladavajuĺih veza kojima su povezane molekule glukoze, u ġkrobu prevladavaju Ŭ1-4 

veze, a u celulozi ɓ1-4 veze.1, 3 

 

1.3 GLIKOKONJUGATI 

Glikokonjugati su spojevi u kojima su jedna ili viġe monosaharidnih ili oligosaharidnih 

jedinica (glikona) kovalentno povezane s neugljikohidratnim dijelom (aglikonom). 

Oligosaharid koji nije vezan za aglikon posjeduje reducirajuĺu snagu aldehida ili ketona 

u svojoj terminalnoj monosaharidnoj komponenti (izuzev oligosaharida u kojima su ġeĺeri 

povezani na svojim reducirajuĺim krajevima, kao u derivatima saharoze ili trehaloze). Kraj 

glikana na kojem se nalazi aldehidna ili ketonska skupina stoga se naziva reducirajuĺi 

kraj, pojam koji se obiļno koristi ļak i kada je ġeĺerni lanac vezan za aglikon i na taj je 

naļin izgubio svoju reducirajuĺu snagu. Sukladno tome, suprotni kraj lanca naziva se 

nereducirajuĺim krajem. Najļeġĺi monosaharidi koji se pojavljuju u graĽi glikokonjugata 

kod kraljeģnjaka su: 

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

2. heksoze (neutralni ġeĺeri sa ġest ugljikovih atoma, npr. D-galaktoza);  

3. heksozamini (heksoze s amino skupinom na poziciji 2, koja moģe niti slobodna ili, 

ļeġĺe, N-acetilirana, npr. N-acetil-D-glukozamin); 

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

5. uronske kiseline (monougljiļne kiseline dobivene oksidacijom terminalne hidroksilne 

skupine aldoza u karboksilnu skupinu, npr. D-glukuronska kiselina); 

6. sijalinske kiseline (Ŭ-keto kiseline s 9 ugljikovih atoma, npr. N-acetilneuraminska 

kiselina).  

 

Nadalje, slobodne hidroksilne skupine mnogih monosaharida su podloģne raznim 

modikifacijama, od kojih su najļeġĺe fosforilacija, sulfatacija, metilacija, O-acetilacija i 

acilacija masnim kiselinama, ġto dodatno doprinosi raznovrsnosti glikana. TakoĽer, ļesto 

dolazi do modifikacija slobodnih hidroksilnih skupina monosaharida, kao ġto su 
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laktonizacija sa susjednom hidroksilnom skupinom ili laktamizacija sa susjednom amino 

skupinom.  

Glikokonjugati se ne razlikuju samo po ugljikohidratnoj podjedinici veĺ 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).1, 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. Ukljuļeni su u staniļnu signalizaciju, interakciju i prepoznavanje i neophodni 

su za pravilno funkcioniranje kako pojedinih stanica, tako i organizma u cjelini. Glikani 

vezani na proteine znaļajno utjeļu na samu strukturu glikoproteina, njegovo smatanje, 

funkciju i stabilnost.4 

Najļeġĺi naļini vezanja glikana na proteine je ili preko amidnog duġikovog atoma na 

boļnom lancu asparagina (Asn) u proteinskoj okosnici (N-vezani glikani) ili preko 

kisikovog atoma na boļnom 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 zapoļinju N-acetilglukozaminom (GlcNac) ɓ-1 vezanim 

na asparagin, takoĽer svi imaju jednake monosaharide u srģnom dijelu glikana: ManŬ1-

3(ManŬ1-6)Manɓ1-4GlcNAcɓ1ï4GlcNAcɓ1ïAsn-X-Ser/Thr (slika 1). Na osnovnu se 

strukturu zatim veģu ostali monosaharidi, a ovisno o vezanim monosaharidima glikani se 

dijele na: kompleksne glikane (osnovna struktura ima jednu ili viġe antena koje poļinju N-

acetilglukozaminom), oligomanozne (razliļit broj manoza vezan na osnovnu strukturu) te 

hibridne glikane (na ManŬ1-3 krak osnovne strukture dodane su jedna ili dvije antene 

koje poļinju N-acetilglukozaminom,  a na ManŬ1-6 krak osnovne strukture vezane su 

iskljuļivo manoze).1, 5 
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Slika 1. Na slici je prikazana osnovna (srģna) struktura N-vezanih glikana imunoglobulina G te tri 

vrste moguĺih glikanskih struktura, kompleksni, oligomanozni i hibridni glikani. U lijevom gornjem 

kutu dana je legenda svih monosaharida koji mogu biti prisutni na IgG-u. 

Proces vezanja glikana na proteine zove se glikozilacija. N-glikozilacija je i kotranslacijska 

i posttranslacijska modifikacija proteina. Vezanje N-glikana na protein zapoļinje u 

endomplazmatskom retikulumu dok joġ traje translacija proteina, a nastavlja se u 

Golgijevom aparatu, dok se O-glikozilacija odvija iskljuļivo posttranslacijski u Golgijevom 

aparatu.1,5 Za razliku od sinteze peptida, glikozilacija se ne odvija prema kalupu, no 

svejedno je strogo regulirana na viġe razina. U regulaciji sudjeluju takozvani Ăglikoenzimiñ 

(enzimi vezani za glikozilaciju). Kod ljudi je dosada pronaĽeno oko 500 glikoenzima, od 

ļega 209 glikoziltransferaza, 76 glikozidaza, 114 enzima ukljuļenih u metabolizam i 

transport monosaharida, 54 enzima vezana uz sulfataciju i 31 enzim ukljuļen u regulaciju 

biosinteze glikolipida i GPI (N-glikozilfosfatidil inozitol) sidra.6 

 

1.5 IMUNOGLOBULIN G 

Imunoglobulin G (IgG) jedan je od najzastupljenijih glikoproteina plazme, sintetiziran je u 

plazma stanicama te ļini vaģan dio humoralnog imunoloġkog odgovora. Koncentracija u 

plazmi zdravih osoba je izmeĽu 7 i 18 mg/mL.7 Dio je superporodice imunoglobulina 

(IgSF) koja se sastoji od 5 razliļitih razreda, tj. izotipova, IgM, IgG, IgA, IgD i IgE, prema 

aminokiselinskom slijedu teġkog lanca u Fc domeni. Imunoglobulin G se zatim dijeli u 4 

podrazreda IgG1, IgG2, IgG3 i IgG4, takoĽer prema aminokiselinskom poretku i broju 

disulfidnih veza izmeĽu teġkih lanaca. IgG se sastoji od dva teġka (H) polipeptidna lanca 

(50 ï 70 kDa) i dva laka (L) polipeptidna lanca (25 kDa), slika 2. Svaki teģak lanac vezan 

je disulfidnim vezama za jedan laki lanac, a teġki lanci su meĽusobno takoĽer vezani 

disulfidnim vezama u podruļju zgloba. Podruļje zgloba dijeli IgG u dvije domene, Fab 
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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 FcɔR receptor na povrġini stanica imunoloġkog sustava i 

efektorsku funkciju IgG-a. Fab domena sastoji se od CH1 (C dolazi od ĂConstantñ, a H od 

ĂHeavy chainñ)  i VH (V dolazi od Ăvariableñ) regija teġkih lanaca te CL (L dolazi od Ălight 

chain) i VL regija lakih lanaca koje veģu odreĽene antigene. Varijabilne regije odgovorne 

su za prepoznavanje i antigensku specifiļnost. Fc domena sastoji se od dviju evolucijski 

visokokonzerviranih regija, CH2 i CH3 na svakom teġkom lancu. U CH2 regijama na oba 

teġka lanca se nalaze asparaginski ostaci (Asn-297) na kojima se nalaze N-vezani 

glikanski lanci. TakoĽer, 15 ï 20% IgG molekula sadrģi dodatna glikozilacijska mjesta na 

Fab domeni. Fc N-vezani glikani nalaze se u hidrofobnom dģepu, smatra se da su 

popriliļno rigidni kako bi odrģali Fc domenu u otvorenoj konformaciji i omoguĺili vezanje 

na FcɔR receptor, dok su Fab vezani glikani puno fleksibilniji. TakoĽer, postoji razlika u 

sastavu glikana na Fc i Fab domeni, koliļina glikana sa sijalinskom kiselinom i raļvajuĺim 

N-acetilglukozaminom u strukturi je veĺa kod Fab vezanih glikana.4, 8, 9 Kod 

imunoglobulina G3 pronaĽeni su i O-vezani glikani u podruļju zglobne regije.10 Zbog svog 

ġirokog spektra djelovanja i vaģnosti u imunoloġkom odgovoru, IgG je jedan od 

najprouļenijih glikoproteina. 
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Slika 2. GraĽa imunoglobulina G. Fab ï domena koja veģe antigen, Fc ï kristalizabilna domena. 

Slika preuzeta s https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-

function. 

Promjene u glikozilaciji Fc domene imunoglobulina G mogu mu drastiļno promijeniti 

funkciju, a ovise o starosti, spolu i prisustvu ili odsutnosti bolesti.4 Primijeĺeno je da 

starenjem dolazi do porasta glikanskih struktura s raļvajuĺim N-acetilglukozaminom i 

agalaktoziliranih glikanskih struktura (glikana bez galaktoze, G0), a smanjenja 

digalatkoziliranih (glikani s dvije galaktoze u strukturi, G2). Kod nekih autoimunih bolesti, 

poput reumatoidnog artritisa, takoĽer dolazi do znaļajnog porasta agalaktoziliranih 

struktura. Suprotno tome, tijekom trudnoĺe privremeno dolazi do smanjenja 

imunoglobulina G s agalaktoziliranim glikanskim strukturama, dapaļe, kod trudnica koje 

boluju od artritisa primjeĺena je remisija bolesti ġto je povezano upravo sa smanjenjem 

agalaktoziliranih N-glikana IgG-a.11 Promjene u glikozilaciji uoļene su i u drugim 

autoimunim bolestima, karcinomima, upalnim bolestima, kao i kod nekih zaraznih bolesti, 

ġto glikane stavlja u fokus istraģivanja kao potencijalnih biomarkera.4 

IgG molekule bez srģne fukoze na glikanima su i do 100 puta uspjeġnije u aktivaciji 

staniļne citotoksiļnosti ovisne o protutijelima, u odnosu na fukozilirane molekule, zbog 

veĺeg afiniteta za vezanje na FcIIIR receptor, a prisutnost glikana sa sijalinskim 

kiselinama mijenja aktivnost IgG molekule iz proupalne u protuupalnu. Ļinjenica da 

specifiļne 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. Obogaĺivanje pripravka terminalnom sijalinskom kiselinom 

pospjeġuje protuupalno djelovanje IVIg-a.4 Vaģnost analize glikozilacije proteina sve viġe 

dolazi do izraģaja i u farmaceutskoj industriji, posebice kod razvoja monoklonskih 

protutijela (mAb, monoclonal antibody). Veĺina monoklonskih protutijela na trģiġtu spada 

u razred imunoglobulina G te se pokazalo kako glikozilacija ne utjeļe samo na stabilnost 

veĺ i na vezanje mAb pripravaka na receptore, uspjeġnost terapije i nuspojave.12 

 

1.6 VISOKOPROTOĻNE ANALIZE GLIKOZILACIJE 

Analizama glikozilacije velikim studijama, gdje se istovremeno analiziraju velike skupine 

pacijenata s nekom specifiļnom boleġĺu i zdravih pojedinaca (kontrole), mogu se 

razjasniti specifiļne promjene u glikozilaciji koje su povezane s nekom boleġĺu i kako, 

ako uopĺe, variraju tijekom bolesti. Tako otkriveni glikanski biomarkeri mogu potencijalno 

utjecati na smjer i vrstu terapije. Ovako velike studije ļesto ukljuļuju od nekoliko stotina 

do nekoliko tisuĺa uzoraka koji se mogu analizirati mjesecima. Stoga je za analizu 

glikozilacije kljuļan razvoj osjetljivih, robusnih i pristupaļnih visokoprotoļnih metoda.4 

 

  

https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-function
https://www.sinobiological.com/resource/antibody-technical/antibody-structure-function
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2. VISOYhtwh¢h2b9 !b![L½9 b-GLIKANA IMUNOGLOBULINA G 
 

Opseģne studije glikoma omoguĺuju identifikaciju netipiļnih uzoraka glikozilacije u 

pojedinim bolestima te pruģaju informaciju o funckionalnoj vaģnosti pojedinih glikana.  

Derivatizacija glikana se provodi u svrhu vezanja kromofora na glikane i poboljġanja 

ionizacijskih svojstava, ļime se omoguĺuje analiza glikanskih struktura separacijskim 

tehnikama s optiļkom (tekuĺinska 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 (tekuĺinska kromatografija spregnuta s elektronsprej 

masenom spektroskopijom LC-ESI-MS te matricom potpomognuta laserska 

desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom, MALDI-MS).4 

Veĺina razvijenih visokoprotoļnih 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 ġto omoguĺuju detaljnu analizu strukture glikana s obje domene IgG-a, 

Fab i Fc. Iako su takve tehnike pouzdane za kvantifikaciju struktura, treba imati na umu 

da ne pruģaju nikakvu informaciju o mjestu vezanja glikana na protein. Masenom se 

spektroskopijom najļeġĺe analiziraju glikopeptidi (samo s Fc domene) koji pruģaju 

informaciju o mjestu vezanja glikana na protein, a takoĽer je moguĺe odrediti specifiļnu 

Fc glikozilaciju pojedinih podrazreda IgG-a, no masena spektroskopija pruģa slabiju 

kvantifikaciju, posebice sijalinskih kiselina, te iziskuje dodatne korake derivatizacije za 

stabilizaciju sijaliniziranih struktura.4 

Najļeġĺe koriġtene derivatizacijske tehnike su redom: reduktivna aminacija i 

permetilacija, a koriste se joġ i Michaelova adicija i obiljeģavanje hidrazidom. Odabir 

prikladne metode derivatizacije ne ovisi samo o tome koja ĺe se separacijska metoda 

kasnije koristiti za analizu, veĺ i o naļinu oslobaĽanja slobodnih glikana iz glikoproteina 

Naime, reduktivna aminacija, Michaelova adicija i obiljeģavanje hidrazidom zahtijevaju 

slobodan reducirajuĺi kraj glikana, ġto ih ļini prikladnima za derivatizaciju N-glikana, no 

ne i za derivatizaciju O-glikana koji se oslobaĽaju reduktivnom ɓ-eliminacijom.13  

Veĺina  protokola za analizu N-glikana ljudskog imunoglobulina G poļinje izolacijom IgG-

a iz plazme ili seruma, zatim slijedi otpuġtanje glikana s IgG-a te derivatizacija slobodnih 

glikana. Prije separacije i detekcije glikana, smjesu s obiljeģenim glikanima potrebno je 

proļistiti od suviġka soli i sredstva za derivatizaciju.13 

Kod visokoprotoļnih analiza, gdje se kreĺe iz velikog broja uzoraka, izuzetno je bitno da 

se ġto viġe uzoraka moģe obraditi odjednom te je veĺina metoda modificirana na naļin 

da se odjednom moģe analizirati 96 uzoraka, tj. sav potroġni materijal dolazi u formatu 

ploļice s 8 x 12 jaģica.  
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Shema analize N-glikana imunoglobulina G dana je na slici 3.  

 

 

Slika 3. Shema analize N-glikana imunoglobulina G u visokoprotoļnim metodama analize. 

Najļeġĺe koriġtene tehnike su podebljane. RP-SPE ï ekstrakcija na ļvrstu fazu kromatografijom 

obrnutih faza, PGC-SPE ï ekstrakcija na ļvrstu fazu kromatografijom poroznim grafitnim 

ugljikom, AEX-SPE ï ekstrakcija na ļvrstu fazu kromatografijom izmjene iona, HILIC-SPE - 

ekstrakcija na ļvrstu fazu tekuĺinskom kromatografijom temeljenoj na hidrofilnim interakcijama, 

HILIC-UPLC-FLR - tekuĺinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim 

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

induciranom fluorescencijskom detekcijom, LC-ESI-MS ï tekuĺinska kromatografija spregnuta s 

elektrosprej masenom spektroskopijom, MALDI-MS - matricom potpomognuta laserska 

desorpcija/ionizacija s masenom spektroskopijom. 

 

2.1 IZOLACIJA IMUNOGLOBULINA G 

Za izolaciju imunoglobulina G iz uzoraka seruma ili plazme u visokoprotoļnim metodama 

analize najļeġĺe se koristi afinitetna kromatografija pomoĺu imobiliziranog proteina A ili 

proteina G. Protein A i protein G su bakterijski proteini koji na sebe veģu ne samo IgG iz 

ljudske plazme, veĺ i mnogih drugih vrsta, a na trģiġte dolaze u raznim oblicima, kao zrnca 

(sefarozna zrnca, agarozna zrnca, magnetna zrnca) ili kao monolitne ploļice s razliļitim 

brojem jaģica. Za viosko protoļne analize se koriste ploļice s 96 jaģica.11 

Razlika izmeĽu proteina A i proteina G je u tome ġto protein G veģe sva ļetiri podrazreda  

IgG-a, IgG1, IgG2, IgG3 i IgG4 (srednja konstanta disocijacije za sva ļetiri podrazreda 

Kd ~ 2x10ī10 mol/dm3) dok protein A veģe samo IgG1, IgG2 i IgG4 (srednja konstanta 

disocijacije za sva tri podrazreda Kd ~ 2x10ī9 mol/dm3). Optimalan pH za vezanje IgG-a 

na protein G je izmeĽu 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 podruļju Fc domene i to kod spoja 
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regija CH2-CH3, pri ļemu u vezanju sudjeluju tri aminokiselinska ostatka s CH2 regije i 

ļetiri s CH3 regije. Kompleks proteina G s Fc domenom ukljuļuje nabijene i polarne 

interakcije, dok se kompleks proteina A s Fc domenom stabilizira uglavnom nespecifiļnim 

hidrofobnim interakcijama. 14, 16  

Koriġtenje ploļica s 96 jaģica omoguĺuje jednostavno nanoġenje uzoraka pri neutralnom 

pH, dok se IgG eluira pri niskom pH (npr. 0.1 M amonijev formijat), nakon ļega ga je 

potrebno neutralizirati (npr. 1 M amonijev bikarbonat) odmah nakon eluiranja kako ne bi 

doġlo do neģeljene hidrolize sijalinskih kiselina.17 Velika prednost ovakvog afinitetnog 

proļiġĺavanja je moguĺnost regeneracije proteina A i G, njihovim pravilnim ispiranjem i 

skladiġtenjem osigurava se veĺi broj ciklusa izolacije IgG-a.15 Nedostatak ovakvog naļina 

izolacije je ġto se dobiveni IgG nalazi u velikoj koliļini soli, stoga je vrlo ļesto potrebno 

odsoljavanje (npr. hladnim metanolom)18 ili izmjena pufera prije daljnje analize 

glikozilacije.13 Shema izolacije IgG-a primjenom protein G ploļice s 96 jaģica dana je na 

slici 4.  

 

Slika 4. Shema izolacije sva 4 podrazreda imunoglobulina G (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4) primjenom 

protein G monolitne ploļice s 96 jaģica.  

 

2.2 OTPUĠTANJE N-GLIKANA S IZOLIRANOG IMUNOGLOBULINA G 

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

proteinom. OslobaĽanje N-glikana s proteinske okosnice IgG-a moģe se izvesti 

enzimatski ili kemijski, no u visokoprotoļnim analizama se najļeġĺe primjenjuje 

enzimatsko oslobaĽanje.13 
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2.2.1 ENZIMATSKO OTPUĠTANJE N-GLIKANA  

Neposredno prije enzimatskog otpuġtanja glikana, IgG je potrebno denaturirati kako bi se 

pospjeġio pristup enzima veznom mjestu glikana. Za kidanje disulfidnih veza se najļeġĺe 

koristi SDS (natrijev dodecil sulfat), ɓ-merkaptoetanol, ditiotreitol (DTT) ili njihova 

kombinacija pri poviġenim temperaturama.   

Za enzimatsko otpuġtanje glikana u otopini koriste se endoglikozidaze koje kataliziraju 

cijepanje unutarnje glikozidne veze glikokonjugata. Najļeġĺa je u upotrebi PNGaza F, a 

koriste se joġ i PNGaza A i Endo H, ovisno o potrebama daljnje analize.13, 4 

PNGaza F (N-glikozidaza F; peptidil-N4-(N-acetil-ɓ-glukozaminil) asparagin amidaza F) 

je enzim koji uspjeġno otpuġta sve na asparagin N-vezane oligosaharide, osim onih koji 

sadrģe Ŭ1-3 srģnu fukozu (srģna modifikacija glikana koja nije prisutna kod sisavaca), 

ukljuļujuĺi i visokomanozne, hibridne i kompleksne glikane. Mehanizam deglikozilacije 

prikazan je na slici 5. Nakon deglikozilacije dobije se glikan sa slobodnim reducirajuĺim 

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 otpuġta amonijak (slika 5B). Optimalni radni pH enzima je 8.6, 

no enzim je aktivan u pH podruļju od 6 do 10. Joġ jedna prednost ovog enzima je ġto 

zadrģava aktivnost u uvjetima reakcije (37 C) i preko tri dana, zbog ļega je prikladan za 

dulje inkubacije s nativnim glikoproteinima.19, 13, 20 

A) 

  

 

 

 



11 
 

B) 

 

Slika 5. Mehanizam enzimatske deglikozilacije glikoproteina pomoĺu enzima PNGaze F, produkti 

reakcije su protein s asparaginskom kiselinom umjesto asparaginom i glikan s amino skupinom 

na slobodnom reducirajuĺem krajem (A)19, koja u vodenom mediju spontano hidrolizira (B)20. B 

slika modificirana, preuzeta s https://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeId=t58, R- 

monosaharidi povezani glikozidnim vezama.  

PNGaza A (N-glikozidaza A; peptidil-N4-(N-acetil-ɓ-glucozaminil) asparagin amidaza A) 

otpuġta glikane otporne na PNGazu F, dakle one oligosaharide koji sadrģe Ŭ1-3 srģnu 

fukozu. Mehanizam djelovanja je sliļan 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 moģe katalizirati deglikozilaciju nativnog imunoglobulina G, veĺ 

samo glikopeptida.13, 4, 15 

Endo H (endoglikozidaza H; endo-ɓ-N-acetilglukozaminidaza H) je visoko specifiļna 

endoglikozidaza koja otpuġta iskljuļivo oligomanozne i hibridne glikane. Nije prikladna za 

veĺinu analiza N-glikana s obzirom da ne hidrolizira glikozidnu vezu kompleksnih glikana. 

TakoĽer, za razliku od prethodno spomenuta dva enzima, mjesto cijepanja glikozidne 

veze je izmeĽu dva srģna N-acetilglukozamina, dakle ostavlja jedan GlcNac vezan na 

asparaginski ostatak proteina. Sliļan mehanizam ima i endoglikozidaza F1, osim ġto je 

manje osjetljiva na konformaciju proteina, ġto znaļi da prije digestije s Endo F1 nije 

potrebno denaturirati protein.13, 4, 15 

 

2.2.2 KEMIJSKO OTPUĠTANJE N-GLIKANA 

Kemijski princip otpuġtanja glikana s proļiġĺenog glikoproteina jest alkalna hidroliza, tj. 

hidrazinoliza. Kod ovog pristupa treba biti na oprezu jer se uz N-vezane glikane otpuġtaju 

i O-glikani. Hidrazinoliza nije toliko praktiļna za rutinske analize kao enzimatsko 

otpuġtanje zbog kompliciranijih uvjeta analize, naime reakcija se odvija 8-12 sati na 

temperaturi od 100 C, a sam hidrazin je izuzetno anhidriļna, toksiļna i eksplozivna 

kemikalija te je potrebno paziti kako ne bi doġao u kontakt s vodom. Mehanizam reakcije 

nije u potpunosti razjaġnjen, a pretpostavljeni mehanizam reakcije prikazan je na slici 6. 

Glikoprotein se u potpunosti pocijepa, aminokiseline se otpuġtaju u obliku hidrazida, a 

osloboĽeni N-glikani gube N-acetilnu skupinu, stoga je nakon hidrazinolize potrebno 

https://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow.action?nodeId=t58
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ponovno N-acetilirati glikane te pocijepati popratne acetohidrazonske derivate kako bi se 

dobili slobodni reducirajuĺi krajevi. 13,21 

 

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam reakcije alkalne hidrolize glikoproteina anhidriļnim 

hidrazinom (NH2-NH2). 21 

TakoĽer, koliļina ovako osloboĽenih slobodnih glikana moģe biti premala za daljnju 

pripremu uzoraka, ġto zbog manje uļinkovitosti deglikozilacije, ġto zbog moguĺih 

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

koristi rijetko u visokoprotoļnim analizama glikana.4 

 

2.3 DERIVATIZACIJA   

Daljnja analiza osloboĽenih N-glikana s IgG-a moģe teĺi u nekoliko koraka: 

1. obiljeģavanje reducirajuĺeg kraja slobodnih N-glikana reduktivnom aminacijom 

(najļeġĺe), Michaelovom adicijom ili obiljeģavanjem hidrazidom, nakon ļega slijedi 

separacija tekuĺinskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti, kapilarnom gel 

elektroforezom ili masenom spektrofotometrijom;  

2. permetilacija svih slobodnih hidroksilnih, amino i karboksilnih skupina, nakon ļega se 

provodi masena spektrofotometrija ï MALDI ili ESI; 

3. nativni, neobiljeģeni, reducirajuĺi kraj glikana moguĺe je analizirati MALDI-TOF 

(detekcija vremena preleta elektrona) masenom spektrofotometrijom.13 
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2.3.1 REDUKTIVNA AMINACIJA 

Reducirajuĺi kraj glikana obiljeģi se fluorescentnom ili UV-apsorbirajuĺom bojom ġto 

omoguĺava detekciju i kvantifikaciju glikana, ovisno o primijenjenoj razdvajajuĺoj tehnici. 

Limit detekcije za oligosaharide obiljeģene fluorescentnom bojom je otprilike 10 puta viġi 

u odnosu na UV-apsorbirajuĺe boje, stoga se za  obiljeģavanje glikana najļeġĺe koriste 

fluorescentne boje koje u svojoj strukturi sadrģe aromatske amine, a veģu 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 najļeġĺe dimetil-

sulfoksid s dodatkom octene kiseline (70:30), a alternativno se joġ koriste i tetrahidrofuran 

i metanol. Prednost ovakve vrste obiljeģavanja je stehiometrijski odnos 1:1, odnosno, 

jedna molekula boje na jednu molekulu glikana, ġto omoguĺuje direktnu kvantifikaciju 

prema intenzitetu fluorescencije ili UV-apsorbancije.22, 4, 13 

 

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

flurorofor.  

Za fluorescentno obiljeģavanje glikana koristi se velik broj boja sliļne strukture, a 

najļeġĺe koriġtene fluorescentne boje nabrojane su u tablici 1. S obzirom na ġiroku 

upotrebu, za veĺinu navedenih boje na trģiġtu postoje komercijalni setovi sa svim 

potrebnim reagensima za brzu i reproducibilnu analizu. U skladu sa zahtjevom za 

fluorescenciju, sve boje sadrģe u strukturi aromatski prsten s delokaliziranim ˊ-

elektronima koji moraju biti u koplanarnoj konformaciji i s funkcionalnim skupinama za 

postizanje maksimalnog intenziteta. Amino skupina, koja je neophodna za stvaranje 

Schiffove baze, takoĽer pridonosi intenzitetu fluorescencije svojom elektrodonorskom 

prirodom. Trenutno se na trģiġtu nalaze i Ărapidneñ verzije klasiļnih boja, koje se razlikuju 
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u funkcionalnim skupinama te posljediļno brzini reakcije obiljeģavanja i intenzitetu 

fluorescencije, no ļesto su i puno skuplje te stoga nisu prvi izbor kod obiljeģavanja velikog 

broja uzoraka. 22 

Tablica 1. Najļeġĺe koriġtene fluorescentne boje u visokoprotoļnim analizama s UHPLC, CGE i 

MS detekcijom. 

FLUORESCENTNA 
B0JA 

KRATICA STRUKTURA PRIMJENA 

2-aminobenzoiļna 
kiselina  
(2-antranilna 
kiselina) 

2-AA 
(AA) 

 
 
 
 
 
 

 
ɚ Ex: 230/360 nm  
ɚ Em: 425 nm 

Obiljeģavanje u vodi/metanolu, 
pH 5.0, 80 C, 15ï60min. 
Sadrģi jedan negativan naboj 
ġto ju ļini prikladnom i za CGE 
separacije i separacije MALDI-
TOF-MS-om u pozitivnom i 
negativnom naļinu rada. 
Osjetljivija detekcija u odnosu 
na 2-AB. 4 

2-aminobenzamid 2-AB 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ɚ Ex: 330 nm  
ɚ Em: 420 nm 

Obiljeģavanje u smjesi 
DMSO/octena kiselina (7:3), 60 
C, 120 min. Neutralna je i s 

obzirom na nedostatak naboja 
priklana je za kromatografske 
analize. Omoguĺuje toļno 
kvantitativno mjerenje relativnih 
koliļina glikana zahvaljujuĺi 
stehiometrijskom odnosu 
glikan: boja 1:1. S obzirom da je 
u ġirokoj upotrebi, razvijena je 
online baza podataka sa 
standardnim vremenima 
eluiranja 2-AB obiljeģenih 
glikana separiranih HILIC-
UHPLC-FLR. 17 

2-aminopiridin 
2-AP 
(PA) 

 
 
 
 
 
 

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

Obiljeģavanje u octenoj kiselini, 
90 C, 95 min. Primjenjuje se 
kod pripreme glikana za 
UHPLC analizu. TakoĽer i za 
nju postoji online baza 
podataka standardnih vremena 
eluiranja za analizu glikanskih 
struktura. Nedostatak ove boje 
je nedostatna ļistoĺa 
komercijalno dostupne PA te ju 
je nuģno rekristalizirati prije 
upotrebe. 13 
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8-aminopiren-
1,3,6-trisulfonat 

APTS 

 
 
ɚ Ex: 488 nm 
ɚ Em: 520 nm  

Obiljeģavanje u limunskoj 
kiselini s 2-metilpiridin boranom 
ili  37 C, 16 h. Sadrģi tri 
negativna naboja ġto ju ļini 
odliļnim izborom za separaciju 
glikana kapilarnom gel 
elektroforezom (CGE). 23   

4-amino-N-[2-
(dietilamino)etil] 
benzamide 
(prokainamid) 

ProA 

 

 
ɚ Ex: 250 nm  
ɚ Em: 428 nm 

Obiljeģavanje moģe u istim 
uvjetima kao 2-AB, koristi se za 
UHPLC analize (veĺa 
osjetljivost). S obzirom da 
sadrģi u strukturi tercijarni amin 
s visokim afinitetom za protone, 
odliļan je izbor i za ESI-MS u 
pozitivnom naļinu rada. 4, 24 

 

Redukcijska sredstva se najļeġĺe dodaju izravno u reakcijsku smjesu s glikanima i 

ģeljenom bojom. Odabir prikladnog reducensa je kritiļan korak kako bi se selektivno 

reducirao intermedijarni imin (Schiffova baza) te izbjegla neģeljena redukcija ostalih 

skupina (na glikanu i boji) podloģnih redukciji. Do danas je razvijen velik broj reducensa 

za koriġtenje u reduktivnoj aminaciji, iako mnogi od njih ispoljavaju neģeljena svojstva u 

smislu selektivnosti, sekundarnih reakcija, reakcijskih uvjeta te opasnosti za sigurnost i 

toksiļnost. Donedavno je najprimjenjivaniji reducens u reduktivnoj aminaciji bio natrijev 

cijanoborohidrid (NaBH3CN). Odlikuje se visokom selektivnoġĺu, dobrom topljivoġĺu u 

mnogim otapalima i stabilnoġĺu u kiselom mediju (do pH 2). Unatoļ tome, NaBH3CN nije 

preporuļen za visokoprotoļne analize zbog stvaranja visokotoksiļnih nusprodukata, 

cijanovodika (HCN) i natrijevog cijanida (NaCN). U visokoprotoļnim analizama, 

NaBH3CN je danas skoro u potpunosti zamijenjen 2-metilpiridin boran kompleksom (2-

pikolin boran), struktura na slici 8. 2-metilpiridin boran ispoljava sliļnu selektivnost kao i 

NaBH3CN, a prednost je ġto se moģe primijeniti i u vodenom i ne-vodenom mediju.25, 13, 3 

 

Slika 8. Struktura 2-metilpiridin borana, netoksiļnog i povoljnog reducensa za koriġtenje u 

reakcijama obiljeģavanja glikana u visokoprotoļnim metodama analize. 25 
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2.3.2 MICHAELOVA ADICIJA 

Obiljeģavanje reducirajuĺeg kraja glikana moguĺe je provesti i u alkalnim (najļeġĺe 

amonijev hidroksid) uvjetima Michaelovom adicijom, ļime se smanjuje rizik gubitka 

sijalinskih kiselina u kiselom mediju, svojstvenom reakcijama reduktivne aminacije. 

Michaelova reakcija je reakcija nukleofilne adicije karbaniona na Ŭ, ɓ-nezasiĺeni 

karbonilni spoj, ļime dolazi do stvaranja C-C veze u blagim reakcijskim uvjetima. 

Reagensi koji se koriste za obiljeģavanje 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-apsorbirajuĺe boje. Reakcija se odvija u dva koraka. U prvom koraku, jedna 

molekula boje (donor) veģe se na reducirajuĺi kraj glikana, prilikom ļega dolazi do 

otpuġtanja molekule vode i stvaranja Ŭ, ɓ-nezasiĺenog karbonila. U drugom koraku dolazi 

do stvaranja Michaelovog 1,4-adicijskog produkta konjugacijom Ŭ, ɓ-nezasiĺenog 

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 reducirajuĺim krajem. 26 

Nedostatak obiljeģavanja Michaelovom adicijom je stehiometrijski odnos izmeĽu 

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

viġe ovise o samoj boji, ġto nepovoljno utjeļe na razdvajanje izomera.  

 

2.3.3 OBILJEĢAVANJE HIDRAZIDOM 

Obiljeģavanje slobodnog reducirajuĺeg kraja N-glikana hidrazidom ne koristi se samo kod 

separacije i detekcije kromatografskim tehnikama i masenom spektrofotometrijom, veĺ i 

kod ispitivanja bioloġkih interakcija. Od derivata hidrazida najļeġĺe se koristi fenilhidrazin 
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zbog jednostavnosti reakcije (ne dolazi do stvaranja viġka soli pa nije potrebno 

proļiġĺavanje), visoke osjetljivosti i kvantitativnog prinosa dobivenih derivata, 

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

10. 28 

 

Slika 10. Reakcija obiljeģavanja slobodnog glikana fenilhidrazinom. 

Od ostalih derivata hidrazida koristi se i Girardov T reagens (karboksimetil-

trimetilamonijev hidrazid). S obzirom da glikani derivatizirani pomoĺu ovog reagensa 

dobivaju trajni pozitivni naboj, tako obiljeģeni glikani povoljni su za separacije i detekcije 

masenom spektrofotometrijom (MALDI-TOF-MS), slika 11.28 

 

Slika 11. Obiljeģavanje reducirajuĺeg kraja glikana Girardovim T reagensom. 

Kod ispitivanja biomolekularnih interakcija glikana za obiljeģavanje se koriste derivati 

hidrazina i biotina. Tako obiljeģeni glikani imobiliziraju se na nosaļe sa streptavidinom te 
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se koriste kod tehnike lektinskih mikroļipova. Od biotin-hidrazinskih derivata najļeġĺe se 

primjenjuju biotinil-L-3-(2-naftil)-alanin hidrazid (BNAH) i 6-(biotinil)-aminokaproil hidrazid 

(BACH), obje molekule sadrģe i UV-apsorbirajuĺu i fluorescirajuĺu skupinu, slika 12. 30,31  

 

Slika 12. Struktura 6-(biotinil)-aminokaproil hidrazida, BACH (A) i  biotinil-L-3-(2-naftil)-alanin 

hidrazida, BNAH (B).31 

 

2.3.4 PERMETILACIJA 

Za razliku od prethodno opisanih derivatizacijskih tehnika kod kojih se derivatizacija 

glikana provodi iskljuļivo na reducirajuĺem kraju ġeĺera, kod permetilacije dolazi do 

metiliranja svih slobodnih hidroksilnih, amino i karboksilnih skupina, ļime se dobivaju 

izuzetno hidrofobni derivati ġeĺera. Ovakva derivatizacija se koristi za stabilizaciju 

sijalinskih kiselina na glikanima te poboljġava ionizaciju kod istovremene analize 

neutralnih i kiselih glikana u pozitivnom ionskom naļinu rada MALDI-MS-a. Za potrebe 

visokoprotoļnih analiza razvijen je set za brzu i automatiziranu permetilaciju i separaciju 

MALDI-TOF-MS-om, slika 13. Za metilaciju se u ovom sluļaju koristi metil jodid (CH3I) u 

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

 

2.4 PROĻIĠĹAVANJE OTPUĠTENIH I DERIVATIZIRANIH N-GLIKANA 

S obzirom na zaostalu koliļinu proteina i soli u reakcijskoj smjesi i da se veĺina reagensa 

za derivatizaciju dodaje glikanima u suviġku, obiljeģene glikane je potrebno proļistiti prije 

separacije i detekcije. U visokoprotoļnim analizama najviġe se koriste ekstrakcije na 

ļvrstu fazu (solid phase extraction, SPE), no moģe se primijeniti joġ i filtracija na gelu, 

precipitacija i ekstrakcija tekuĺina s tekuĺinama.13 

Za proļiġĺavanje glikana filracijom na gelu koristi se komercijalno dostupan ĂBio-gelñ 33 ili 

ĂSephadexñ 34 smole. Proļiġĺavanje se zasniva na razdvajanju molekula prema njihovoj 

veliļini. Moguĺe je razdvojiti obiljeģene glikane od soli, ostatka reagensa i nativnih 

proteina, no ne i zaostalih peptida s obzirom da su sliļne veliļine.11 Precipitacija se koristi 

rijetko, a precipitacija u acetonu omoguĺuje otklanjanje zaostalih proteina iz smjese.35 

Proļiġĺivanje ekstrakcijom tekuĺina s tekuĺinama je metoda izbora nakon Michaelove 

adicije (kloroform - voda)36 i permetilacije (takoĽer kloroform - voda),37 iako je kod 

permetilacije ļesto potreban dodatan korak ekstrakcije na ļvrstu fazu (reverzna faza C18, 

oktadecil/silika).38  

Daleko najļeġĺe koriġtene metode su razne ekstrakcije na ļvrstoj fazi (SPE), modificirane 

na naļin koji omoguĺuje brzu i efikasnu primjenu u visokoprotoļnim analizama nakon 

reduktivne aminacije ili obiljeģavanja hidrazidom. Ekstrakcije na ļvrstu fazu prema vrsti 

stacionarne faze dijelimo na tekuĺinsku kromatografiju temeljenu na hidrofilnim 

interakcijama (HILIC-SPE), kromatografiju obrnutim fazama (RP-SPE), kromatografiju 

poroznim grafitnim ugljikom (PGC-SPE) te kromatografiju izmjene aniona (AEX-SPE).13 

S obzirom da su nativni glikani hidrofilne molekule, tijekom derivatizacije npr. 2-

aminobenzamidom (2-AB) uvodimo im hidrofobna svojstva, ġto omoguĺuje razdvajanje 

kromatografijom obrnute faze. Stacionarna faza je najļeġĺe C18 (trifunkcionalna 

oktadecil silika) koja ļvrstim hidrofobnim interakcijama veģe nepolarne molekule. 

Kromatografija na poroznom grafitnom ugljiku (PGC) se doduġe najviġe primjenjuje kod 

proļiġĺavanja nederivatiziranih glikana, no optimizacijom metode postiģe se i visoka 

specifiļnost za obiljeģene glikane. Mehanizam nije u potpunosti razjaġnjen, a veliki 

nedostatak ove metode je cijena poroznog grafitnog ugljika. Kromatografijom anionske 

izmjene proļiġĺavaju se glikani obiljeģeni 2-aminopiridinom ili 2-aminobenzamidom, a 

omoguĺuje razdvajanje neutralnih od sijaliniziranih glikana.13,11,4 

Kod ekstrakcije na ļvrstu fazu pomoĺu tekuĺinske kromatografije temeljene na hidrofilnim 

interakcijama (HILIC-SPE) koriste se razni adsorbensi. Hidrofilniji obiljeģeni glikani se 

zadrģavaju na stacionarnoj fazi dok se viġak nepolarnijeg slobodnog sredstva za 

derivatiziranje ne veģe. HILIC-SPE ploļice je najļeġĺe 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 

najļeġĺe eluiraju vodom ġto je joġ jedna prednost ovih metoda, naime u vodenom mediju 

ne dolazi do hidrolize sijalinskih kiselina kao ġto se dogaĽa u kiselom mediju. Nedostatak 

metode je ġto se glikani prvo moraju otopiti u visokim koncentracijama organskog otapala 

(npr. 100% acetonitril), ġto moģe dovesti do njihove precipitacije.4 Razliļite stacionarne 

faze dolaze u obliku ploļica s 96 jaģica ili u obliku filtera za nastavke za pipete, npr. 

Ăcotton-HILIC-SPEñ, gdje se komadiĺi vate nalaze se u vrhovima nastavaka za pipete te 

omoguĺuju uklanjanje soli, veĺine neglikoziliranih peptida i deterdģenata kao ġto je 

SDS.39 Ļesto koriġteni adsorbensi su: mikrokristaliniļna celuloza (MCC),40 poliamidna 

smola (DPA-6S, Merck), polipropilen (GHP, Pall),4 vodomoļivi politetrahidrofluoroetilen 

(wwPTFE, Pall), hidrofilni polietersulfon (Supor, Pall) te drugi polimeri. 

 

2.5 ANALIZA GLIKOPEPTIDA 

Glikopeptidi se analiziraju u svrhu odreĽivanja specifiļnosti mjesta glikozilacije na 

proteinu te se analiziraju iskljuļivo masenom spektroskopijom. Za specifiļno proteolitiļko 

cijepanje izoliranog imunoglobulina G najļeġĺe se koristi tripsin. Tripsin je serinska 

proteaza koja cijepa glikoprotein na karboksilnoj strani lizina (Lys) ili arginina (Arg), ġto 

rezultira cijepanjem IgG-a na peptide i glikopeptide (slika 14). Inkubacija glikoproteina s 

tripsinom se odvija na 37 C. Po potrebi, da se pospjeġi cijepanje, moģe se dodati 

denaturirajuĺi reagens (npr. gvanidin hidroklorid, urea, acetonitril) ili reducens (ditiotreitol-

DTT ili ɓ-merkaptoetanol) te alkilirajuĺe sredstvo (jodoacetamid, IAA) kako bi se 

stabilizirale reducirane sulfhidrilne skupine.11,4 

 

slika 14. Mjesto proteolitiļkog cijepanja glikoproteina pomoĺu tripsinom. Slika skinuta s 

http://resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/650/BE_Proteolytic_

cleavage.html. 

S obzirom da se u reakcijskoj smjesi nakon tripsinizacije uz glikopeptide, soli i ostatke 

reagensa, nalaze joġ i peptidi (koji imaju bolja ionizacijska svojstva od glikopeptida te 

ometaju MS signal), glikopeptidi se moraju ukoncentrirati i proļistiti. Za to se najļeġĺe 

koriste RP-SPE (ekstrakcija na ļvrstu fazu kromatografijom obrnutih faza) s C18 

adsorbensom te HILIC-SPE (ekstrakcija na ļvrstu fazu pomoĺu tekuĺinske 

http://resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/650/BE_Proteolytic_cleavage.html
http://resources.qiagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/650/BE_Proteolytic_cleavage.html
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kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama) s raznim adsorbensima (maltozna 

zrnca, magnetne nanoļestice, nastavci za pipete s vatom).4 

 

2.6 KOMERCIJALNI SETOVI ZA BRZU PRIPREMU UZORAKA 

Najļeġĺe koriġteni 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). 

Najviġe 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 svjeģih reagensa, a kod analiza velikog broja uzoraka takve pripreme 

mogu trajati mjesecima pa ļesto dolazi do koriġtenja kemikalija razliļitih proizvodnih 

serija pa ļak i razliļitih proizvoĽaļa, koriġtenja razliļitog laboratorijskog posuĽa te 

sudjelovanja veĺeg broja analitiļara 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, 

obiljeģavanje i proļiġĺavanje 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 

proļiġĺavanje N-glikana pod nazivom ĂGlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kitñ. Set se 

sastoji od deterdģenta, pufera i enzima potrebnih za denturaciju i deglikozilaciju, boje i 

organskog otapala za obiljeģavanje slobodnih N-glikana, ploļice s 96 jaģica za HILIC-

SPE proļiġĺavanje obiljeģenih glikana te otopina za ispiranje i eluiranje proļiġĺenih 

glikana (slika 15).41 

 

Slika 15. GlycoWorks RapiFluor-MS N-Glycan Kit (Waters Corp., Milford MA, USA) ï kompletni 

set kemikalija i potroġnog materijala za brzu pripremu obiljeģenih N-glikana za UHPLC ili LC-ESI-

MS analizu.41 

Za brzu denaturaciju uzorci IgG-a se najprije inkubiraju 3 minute na 99 C s RapiGest SF 

deterdģentom i Rapid PNGase F puferom. Nakon 3 minute hlaĽenja slijedi deglikozilacija 
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pomoĺu GlycoWorks RapidÊ 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 hlaĽenja, RapiFluor-MS boja (slika 

16) se otopi u anhidriļnom dimetilformamidu (DMF). Inkubacija uzoraka s bojom odvija 

se 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon bojanja, uzorci su odmah spremni za HILIC-

SPE proļiġĺavanje na ploļici od 96 jaģica s adsorbiranom stacionarnom fazom, 

GlycoWorks ɛElution 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 proļiġĺeni uzorci mogu se odmah separirati UHPLC ili 

LC-ESI-MS tehnikom. 41,42 

 

A) 

  

 

B) 

 

Slika 16. Prikaz strukture RapiFluor-MS boje (A). N-hidroksi-sukcinimidna karbamatna skupina 

odlikuje se izuzetno brzom reakcijskom kinetikom. 41 Mehanizam reakcije (B): prije doticaja s 

uzorcima, boja se nalazi u anhidriļnom mediju (DMF), nakon kontakta s vodenim medijem u 

kojem se nalaze uzorci, N-hidroksi-sukcinimidna skupina brzo i spontano hidrolizira, ġto 




