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1. UvOD
1.1 Glikoproteini i glikozilacija

Proteini modificirani ugljikohidratima, u procesu glikozilacije, nazivaju se glikoproteini, a
uglavnom se nalaze na stani¢noj povrSini. Jezgreni i citosolni proteini takoder mogu biti
glikozilirani (Cooper i Hausman, 2004). Glikozilacija je najucestalija posttranslacijska
modifikacija proteina. To je visoko organizirani proces u kojem se dodaju i modificiraju Seceri
ili glikanski ostaci na proteinima i lipidima pomoc¢u velike mreze glikoziltransferaza i
glikozidaza koje su prisutne u svim tkivima i tipovima stanica (Anugraham i sur., 2014).
Promjene u glikozilacijskom profilu za posljedicu mogu imati razne bolesti poput raka,
kongenitalne poremecaje, te upalne bolesti poput reumatoidnog artritisa i shizofrenije (Saldova
i sur., 2014). To proizlazi iz ¢injenice da ugljikohidratni dio glikoproteina ima vaznu ulogu u
smatanju proteina koje se odvija u endoplazamtskom retikulumu, u usmjeravanju proteina u
odredene stani¢ne odjeljke ili kao mjesto prepoznavanja kod medustani¢nih interakcija. Postoje
dvije glavne skupine glikoproteina: N- i O- vezani (Slika 1), a podjela se odnosi na mjesto
vezanja ugljikohidratnog lanca. Kod N- vezanih glikoproteina ugljikohidrat je vezan na dusikov
atom bo¢nog ogranka asparagina, dok je kod O- vezanih glikoproteina isti vezan na kisikov

atom bo¢nog ogranka serina ili treonina (Cooper i Hausman, 2004).

(MN-veza) (O-veza)
asparagin

CH,OH o
O |

| N—C—CH,—C

AR

|
Pil H

D=L‘f

CH, a)

Slika 1: Vrste glikoproteina a) N-vezani i b) O-vezani (preuzeto i modificirano iz Cooper
i Hausman, 2004)



Glikozilacija zapocinje u endoplazmatskom retikulumu prije nego je translacija u potpunosti
zavrsena. Kod N-vezanih glikoproteina (Slika 2) prvi korak je prenosenje oligosaharida od 14
Secernih ostataka (3 glukoze, 9 manoza, 2 N-acetilgluozamina), koji je vezan za unutra$nju
stranu membrane endoplazmatskog retikuluma preko dolikol-fosfatnog lipidnog nosaca, na
asparagin novosintetiziranog polipeptida koji je smjesten u slijedu Asn-X-Thr/Ser gdje je X bilo
koja aminokiselina osim prolina (Lauc i sur., 2009).

Novonastalom glikoproteinu se u endoplazmatskom retikulumu uklanjaju tri glukoze i jedna
manoza, a daljnje modifikacije odvijaju se u Golgijevom aparatu dodavanjem i oduzimanjem
Secernih jedinica. N-vezani oligosaharidi glikoproteina doraduju se u razli¢itoj mjeri, $to ovisi
o enzimima (glikoziltransferazama) koji su pristuni stanici. O-vezani glikani sintetiziraju se
takoder u Golgijevom aparatu, ali nastaju dodavanjem jednog po jednog Secera i najcesée se

sastoje od samo nekoliko ostataka (Cooper i Hausman, 2004).
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Slika 2: Sinteza N-vezanih glikoproteina (preuzeto i modificirano iz Drickamer i Taylor, 2006)



N-vezane glikoproteine se moze svrstati u 3 glavne skupine: oligomanozni, kompleksni i
hibridni tip (Slika 3), a svima je zajednicka Secerna jezgra (Manol—6(Manal—3)Manf1—
4GIcNAcP1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr) (Varki i sur., 2009).

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

@ Manoza (Man) @ N-acetilneuraminska kiselina (Neu5Ac)

O Galaktoza (Gal) M N-acetilglukozamin (GlcNac)
A Fukoza (Fuc)

Slika 3: Glavne skupine N-vezanih glikoproteina (preuzeto i modificirano iz Varki i sur.,
2009)

Oligomanozni tip nastaje iz osnovnog oligosaharida (GlcsMangGlcNac) uklanjanjem glukoza i
nekih manoza, bez dodatka drugih Sec¢era. Kod kompleksnog tipa uklanja se ve¢ina manoza te
se dodaju drugi Seceri, a hibridni tip je kombinacija prva dva tipa 1 kod njega dolazi do promjene

samo jedne manozne grane dok druga ostaje nesupstituirana (Cooper i Hausman, 2004).

1.2 Vaiznost glikozilacije

Glikozilacija je najcesca posttranslacijska modifikacija koja doprinosi zna¢ajnim strukturnim
promjenama proteina $to upucuje na njezinu veliku ulogu. Ugljikohidrati mogu stvarati
razgranate strukture ¢ime se eksponencijalno povecava raznolikost takvih molekula. Pravilna
glikozilacija klju¢na je za pravilno smatanje proteina, povecanje stabilnosti nekih proteina,
stani¢nu signalizaciju te usmjeravanje proteina unutar stanice. Kod membranskih glikoproteina
posebno je vazna velika raznolikost u strukturi koja je posljedica razli¢itih kombinacija vezanja
SeCera 1 specifinost mjesta vezanih glikana budu¢i da oni posreduju u medustanicnom
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prepoznavanju i adheziji stanica, prepoznavanju receptora te vezanju za receptore. Takoder,

neki glikoproteini na stani¢noj povrs$ini mogu inducirati imunolosku reakciju (Lodish i sur.,

2004).

Varijacije u glikozilaciji proteina ¢esto vode promjeni u njihovoj funkciji, ali mogu biti
povezane i s raznim bolestima. Zbog toga je iznimno vazno razumijeti te promjene i njihovu
povezanost s mehanizmima razvoja nekih bolesti. Prema tome, mnogi glikoproteini se u

razli¢itim bolestima mogu koristiti kao vazni dijagnostic¢ki i prognosticki biljezi (Axford, 2001).

1.3 Metode za izolaciju membranskih (gliko)proteina i analizu N-vezanih glikana

Izolacija proteina iz stani¢ne membrane i njihova strukturna analiza je zahtjevan proces zbog
njihovog amfipatskog karaktera koji je uzrok slabe topljivosti u vodenim otopinama, a vecina
metoda je razvijena za hidrofilne proteine u vodenim otopinama. Osim hidrofobnog karaktera,
sljedeci problem je mala koncentracija membranskih proteina u odnosu na citoplazmatske. Do
sada postoji nekoliko metoda izolacije membranskih proteina, npr. solubilizacija membranskih
proteina pomoc¢u 90% mravlje kiseline, zatim solubilizacija sa 60% metanolom, koju slijedi
digestija s tripsinom, te primjena ionskih i neionskih detergenata za solubilizaciju membrane

nakon koje slijedi digestija sa endoproteinazom Lys C.

Jedna od jednostavnijih metoda izolacije je pomoc¢u neionskih detergenata. Pogodna je zbog
relativno niske cijene, jednostavnog uklanjanja surfaktanta te niske toksi¢nosti. Ideja je ta da
neionski polioksietilen detergenti, iznad kritine micelarne koncentracije, tvore micele sto je
vidljivo kao zamucenje otopine. PoviS§enjem temperature u otopini se stvaraju dva sloja, bogat i
siromasSan detergetom. To je posljedica reverzibilne dehidracije polarnih glava detergenta Sto
dovodi do formacija u vodi netopljive faze koja se izdvaja iz otopine (Schevchenko i sur., 2010).
Integralne membranske proteine karakteriziraju hidrofobne domene koje su u interakciji s
hidrofobnim dijelom membranskog dvosloja lipida. Prilikom razaranja stanica neionski
detergent zamjenjuje membranske lipide i stvara micele s integralnim proteinima membrane.
Hidrofilni proteini ne stupaju u interakciju s detergentom pa se kod poviSenja temperature
odvajaju u vodenu fazu. Temperatura kod koje dolazi do stvaranja micela ovisi o broju
hidrofilnih oksietilen jedinica detergenta koje su kondenzirane s hidrofobnim oktilfenilnim

ostatkom. Iznad temperature kod koje dolazi do zamucenja otopine, odnosno stvaranja micela,



dolazi do odvajanja hidrofilne faze, dok se faza bogata detergentom, koja sadrzi hidrofobne

membranske proteine, procis¢ava do konacne izolacije ¢istih membranskih proteina.

Triton X-114 ili polioksietilen monooktilfenil eter je neionski detergent (Slika 4) koji nastaje
polimerizacijom oktilfenola s etilenoksidom. Razrijedena otopina Tritona X-114 je homogena
pri 0°C, ali se kod temperatura od 23°C odvaja na vodenu fazu i fazu bogatu detergentom.
Zapravo se radi o toc¢ki zamucenja. Triton X-114 se koristi za odvajanje hidrofilnih i hidrofobnih

proteina nakon razaranja stanice (Bordier, 1981).

ON\/\OH’H
H3C : i
HsC

H3C HsC CHj

Slika 4:Struktura molekule Tritona X-114 (preuzeto sa: www.sigmaaldrich.com)

Za izolaciju membranskih proteina koriStene su THP-1 stanice. To su ljudske stanice, monociti
izolirani iz periferne krvi jednogodi$njeg muSkog djeteta koje boluje od akutne monocitne
leukemije. Te stanice imaju Fc i C3b receptore i nedostaju im povrsinski i citoplazmatski
imunoglobulini. Karakteristika im je da mogu povecati koli¢inu CO2 kod fagocitoze i mogu se
diferencirati u makrofazima sli¢ne stanice pomo¢u DMSO (www.sigmaaldrich.com).

Buduc¢i da se za analizu koriste samo N-glikani, a ne cijeli glikoproteini, treba provesti proces
deglikozilacije. To se radi s enzimom PNGaza F, no obavezno se prije dodatka samog enzima
dodaje Igepal koji je neionski detergent kako bi neutralizirao SDS (koriSten u postupku
denaturacije proteina) koji je kationski detergent. Time je osigurano da neée do¢i do
denaturacije enzima. Kako dobiveni N-glikani nemaju kromofore i ne bi ih se moglo detektirati
na kromatografskoj koloni, oni se prije analize obiljezavaju s 2-aminobenzamidom u omjeru 1:1

$to omogucava to¢no kvantitativno mjerenje i usporedbu izmedu uzoraka. To je boja koja nema



negativni naboj, a postoje baze podataka koje sadrze pozicije eluacije 2-AB obiljezenih glikana
u HILIC-UPLC sa fluorescentnim detektorom (Ruhaak i sur., 2010).
Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu glikana najc¢e$¢e se kao metoda koristi obiljezavanje
glikana s fluoresciraju¢tom molekulom, koju slijedi tekucinska kromatografija visoke
uc¢inkovitosti (eng. High Performance Liquid Chromatography — HPLC) s fluorescentinm
detektorom (Bigge i sur., 1995). HPLC je visoko efikasna razdjelna kromatografija koja se
veéinom primjenjuje kao kromatografija obrnutih faza. Kromatografija je postupak razdvajanja
Cistih tvari iz sloZzenih smjesa na temelju razlicite brzine putovanja iona ili molekula noSenih
otapalom na nepokretnoj fazi. Koristena otapala za pokretnu fazu moraju biti visoke Cistoce i
oslobodena otopljenih plinova ili suspendiranih cestica. Osnovni konstrukcijski dijelovi
prikazani su na Slika 5 (Luterotti, 2014).

Sprica
injektor predkolona

mijesanje
otapala ~ 10

/ﬂ\ kolona
/

e S

komora za pumpa "\_/ Eﬂ:@:@]ﬁ}] -
rtva
/

spremmnici IIH‘.h
otapala detektor ||  sustav
podataka

Slika 5:Osnovni dijelovi HPLC-a (preuzeto iz Luterotti, 2014

Danas se sve CeSce koristi tekuéinska kromatografija vrlo visoke djelotvornosti (eng. Ultra
Performance Liquid Chromatography — UPLC). Principi metode i selektivnost su isti kao kod
HPLC. Poboljsana je osjetljivost, rezolucija, N, kapacitetni faktor i krace vrijeme analize.
Osnovna razlika izmedu tih dviju metoda je veliCina Cestica stacionarne faze. Kod UPLC se

koriste Cestice manje od 2 um (obi¢no 1.7 pm), dok su kod HPLC veli¢ine 3.5 um. Sitne Cestice
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omogucavaju rad s veéim brzinama protoka (visi tlak) bez gubitka efikasnosti odjeljivanja.
Primjena vrlo malih Cestica stacionarne faze rezultira ve¢om povrSinom raspolozivom za
interakcije te time boljim odjeljivanjem komponenata uzorka (Luterotti, 2014).

Za analizu glikana se najéeSc¢e koristi HILIC jer HILIC kolone jace vezu i bolje razlucuju
polarne komponente glikana (sijalinske skupine). Separacija se temelji na hidrofilnom
potencijalu glikana koji ovisi o njegovoj veli¢ini, naboju, strukturi, vezama i oligosaharidnom
grananju (Saldova i sur., 2014). HILIC (eng. Hydophilic interactions liquid chromatography)
pruza alternativni pristup razdvajanju malih polarnih molekula na polarnoj stacionarnoj fazi. To
je najcesc¢e silikagel modificiran polarnim funkcionalnim skupinama. Mobilnu fazu cini
organsko otapalo mjesljivo s vodom poput acetonitrila. U mobilnu fazu se najcesée dodaje
amonij acetat ili amonij formijat zbog regulacije pH i ionske jakosti. Oni mogu doprinijeti i
polarnosti analita te utjecati na zadrzavanje na koloni. Metoda moze u relativno kratkom
vremenu analizirati obiljezene glikanske strukture koje su prisutne u uzorku (Buszewski i Noga,
2011). Razdvajanje molekula temelji se na razdiobi analita izmedu stacionarne i mobilne faze.
Eluacija se postize povecanjem hidrofilnosti mobilne faze, odnosno povecanjem sadrzaja vode.
Na kraj kolone prve stizu hidrofobnije molekule, dok se hidrofilne zadrzavaju duze (Boersema,
2008).

1.4 Razgradnja egzoglikozidzama

Egzoglikozidaze (Slika 6 i Tablica 1) su enzimi koji uklanjaju terminalne ugljikohidrate s
nereduciraju¢eg kraja kompleksnog glikana, ali ne kidaju unutarnje veze ugljikohidrata
(Knezevi¢, 2011). Enzimatskim sekvenciranjem glikana moze se dobiti strukturna informacija
0 odredenoj sekvenci monosaharida i tipu veze unutar oligosaharidnog lanca. Takve informacije
moguce je dobiti enzimskom razgradnjom pojedina¢nog, izoliranog glikana koristeci jednu ili
kombinaciju egzoglikozidaza (Kannicht i sur., 2008). Kada se razgradnja egzoglikozidazama
kombinira s kromatografijom ili elektroforezom dobije se brza i u¢inkovita karakterizacija
oligosaharida. KoriStenjem poloZajno specificne egzoglikozidaze, mogu se identificirati

glikanski ostaci (www.sigmaaldrich.com).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buszewski%20B%5Bauth%5D
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Slika 6:Shematski prikaz mjesta djelovanja egzoglikozidaza na glikanske strukture

Tablica 1: Popis egzoglikozidaza i njihovo djeovanje (Uchida i sur.,1979)

Egzoglikozidaza

Funkcija

ABS (Arthrobacter ureafaciens sijalidaza)

otpusta a2-6, a2-3 i a2-8 vezanu terminalnu
sijalinsku kiselinu s nereduktivnog kraja
glikana (NeuNAc and NeuNGc)

AMF (o —fukozidaza bademove posije)

otpusta fukozu al-3 i al-4 vezanu (ne i al-6
fukozu vezanu za jezgru glikana)

BKF (fukozidaza iz bubrega goveda)

uklanja a1-2 i al-6 vezanu fukozu s puno
vec¢im afinitetom nego a1-3 i 4 vezanu fukozu
(uklanja i o 1-6 fukozu vezanu za jezgru
glikana)

BTG (B-galaktozidaza iz testisa goveda)

hidrolizira nereduktvnu terminalnu galaktozu
B1-3 i p1-4 vezanu

GUH (S. pneumoniae heksozaminidaza,

rekombinantna iz E.Coli)

uklanja B GlcNAc, ali ne i sredi$nji GIcNAc
B1-4 vezan za manozu na mjestu grananja
glikana

JBM (Jack bean manozidaza)

radije uklanja a 1-2 i a 1-6 manozu nego o 1-
3 manozu

NAN 1 (rekombinantna sijalidaza)

otpusta 02-3 terminalnu sijalinsku kiselinu s
nereduktivnog kraja glikana (NeuNAc and
NeuNGc)

SPG (S. pneumoniae galaktozidaza)

hidrolizira nereduktvnu terminalnu galaktozu
B1-4 vezanu




2. OBRAZLOZENJE TEME

Zbog izuzetne vaznosti u medustani¢énom prepoznavanju te interakcijama pojedinih molekula s
receptorima na stani¢noj povrSini (Varki i sur., 2009), analiza glikanskog dijela membranskih
glikoproteina postala je vazan analiticki izazov. Brojni pokus$aji nai$li su na niz prepreka s
obzirom na nedovoljnu ponovljivost metoda ili pak oneciS¢enje citosolnim glikoproteinima.
Razaranjem stanice i talozenjem proteina dobije se precipitat ukupne proteinske frakcije. On
sadrzi membranske, ali i unutarstanicne (gliko)proteine. Stani¢nim glikoproteinima proces
postranslacijske modifikacije nije zavrSen, odnosno njihova glikozilacija nije dovrSena. Takvi
proteini su hidrofilni proteini. 1z tog razloga analizom ukupnog proteinskog precipitata ne
dobivamo valjanu informaciju o profilu membranskih N-vezanih glikana na osnovu koje
mozemo donositi zakljucke o njihovoj ulozi u raznim (pato)fizioloskim procesima. Analiza
promjene glikozilacije proteina vazna je u razumijevanju patogeneze raznih bolesti kod kojih je
prisutna promjena glikozilacije. Metoda izolacije glikoproteina pomoc¢u detergenta Tritona X-
114 s ciljem analize njihove N-glikozilacije HILIC-UPLC kromatografijom pokazala se
reproducibilnom u ovom radu, a optimirana je na THP stani¢noj liniji. Navedena metoda se
temelji na razdiobi proteina prema njihovoj hidrofobnosti 1 omoguduje razdvajanje
membranskih (hidrofobnih) proteina od solubilnih (hidrofilnih). Na taj nac¢in mogu se zasebno
proucavati membranski proteini te njihov glikozilacijski profil. Najveci prinos glikoproteina
pokazala je metoda precipitacije istih pomocu smjese otapala kloroform/metanol/voda (Fekonja

1 Gori€anec, 2014).
Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:
» Iz stani¢nih linija THP 1zolirati membranske proteine pomocu Tritona X-114

« Potvrditi da proc¢is¢avanje proteina od detergenta pomocu smjese otapala
kloroform/metanol/voda daje najve¢i prinos glikoproteina, a da je prinos veci ako je veca

pocetna koli¢ina stanica

= Otpustiti i obiljeziti N-vezane glikane s procis¢enih proteina te ih analizirati pomocéu
HILIC-UPLC kromatografije

«  Pokazati reproducibilnost metode na ralicitoj vrsti bioloSkog materijala

= Potvrditi postojanje glikanskih struktura u dobivenim kromatografskim vrscima



Strukturno identificirati N-glikane iz pojedinih kromatografskih vr§aka nakon tretiranja

egzogliozidazama
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3. MATERIJALI | METODE
3.1 MATERIJALI

3.1.1 Soli, kiseline, luZine

Tablica 2: Popis koristenih anorganskih kemikalija i proizvodaci

Kemikalije Proizvodac

Amonijev persulfat Sigma — Aldrich

Dinatrij hidrogenfosfat Acros Organics

EDTA AnalaR, BDH

Kalij dihidrogenfosfat Sigma — Aldrich

Kalij klorid Sigma — Aldrich

Ledena octena kiselina Merck

Natrij klorid Sigma — Aldrich

3.1.2 Organske kemikalije

Tablica 3: Popis koristenih organskih kemikalija i proizvodaci

Kemikalije Proizvodac
2-aminobenzamid Sigma — Aldrich
2-pikolin boran Sigma — Aldrich
Aceton Claro-prom d.o.0.
Acetonitril (ACN) J.T.Baker
Akrilamid Sigma
Amonijak Merck
Bromfenol plavo Merck
Coomassie Brilliant Blue G Sigma — Aldrich




DMSO (dimetilsulfoksid) Sigma — Aldrich
DTT (ditiotreitol) Sigma

Etanol Sigma

Glicerol Sigma

Glicin Sigma
Izopropanol Sigma Diagnostics
Kloroform Riedel-de Haén
Metanol Kemika
Mravlja kiselina Merck

NP-40 Igepal CA630 (oktil-fenoksi- | Sigma
polietoksi-etanol), detergent

SDS (natrij-dodecilsulfat), detergent) | Sigma

Sukroza Sigma

Tris Sigma

Triton X-114 Sigma

3.1.3 Bioloski materijal

Tablica 4: Popis koristenog bioloskog materijala i proizvodaci

Bioloski materijal Proizvodac
Koktel proteaza inhibitora Roche
PNGaza F 1U/ 400 pl Prozyme
Precision Plus Protein™ All Blue | BioRad

Standard, proteinski marker

THP -1

ATCC® TIB-202™
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Enzimi ABS, BKF, AMF, SPG, GUH,
JBM

Prozyme

3.1.4 Otopine i puferi

Tablica 5:Popis koristenih otopina i pufera i nacin pripreme

Puferi

Priprema

10xPBS (Phosphate buffered saline)

pH=6.6

Zal L pufera:

80.028 g NaCl, 13.832 g Na2HPOs,
2.964 g KH2PO4, 1.976 g KCI, sve

otopiti u ultra ¢istoj vodi

1xPBS (Phosphate buffered saline)

Za 100 ml pufera:
Dobiva se iz 10xPBS-a; 10 ml 10xPBS-

a uz nadopunu s miliQ vodom do 100

ml.

Pufer za nanoSenje uzoraka

Za 7.5 mL pufera:

1.5mL 1 M Tris-HCI pH=6.8, 3 mL 1
M DTT, 0.6 g SDS, 0.03 g bromfenol
plavog, 2.4 mL glicerola

Pufer za elektroforezu 10x

ZallL:

144 g glicina, 30.2 g Tris baze, 10 g
SDS-a, H20 (dest.) do 1L

Pufer sa sukrozom

Za 25 mL:

1,2 g sukroze, 200 uL 1M TRIS, 2 mL
1.5M NaCl, 120 pL Stock tritona,
17,680 mL PBS-a

Triton liziraju¢i pufer

Za 1mL pufera:
10 pl 10 mM Tris-HCI pH=7.4, 100 ul
1.5 M NaCl-a, 100 ul 10 mM EDTA,
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500 ul 2% tritona u PBS-u, 290ul
PBS-a

Otopine

Priprema

2% SDS

0.02 g SDS/1 ml; 2 g na 100 ml

2% triton u PBS-u

Dobiva se iz 10% otopine Triton X-114
(poglavlje 3.2.1)

96% acetonitril

Dobiva se iz 100% acetonitrila,

razrjedivanjem s ultra ¢istom H»O.

Amonij formijat

Dobiva se titracijom mravlje kiseline

otopinom amonijaka do pH 4.4

Coomassie blue

Za 100 mL: 25 ml izopropanola, 10 mL
konc. octene kisline, 65 mL H20O, 50

mg Coomassie Brilliant Blue G

70% etanol

Dobiva se iz 96% etanola

razrijedivanjem s vodom

Gel za razdvajanje 12%
(elektroforeza)

Za 5 mL: 1.45 ml ultra Ciste vode, 2
mL akrilamida, 1.25 mL Tris-a
pH=6.8, 50 ul SDS-3a, 0.25 mL

amonijeva persulfata (Laemmli, 1970)

Gel za sabijanje 3% (elektroforeza)

Za 2 mL: 1.38 mL ultra Ciste vode, 0.2
mL akrilamida, 0.25 mL Tris-a
pH=8.8, 20 ul SDS-a, 150 ul amonijeva
persulfata (Laemmli, 1970)

Otopina za obiljezavanje glikana

Za 1 uzorak: 25 pl 30% octene kiseline
u DMSO (7.5 ul octene kiseline, 17.5
ul  DMSO), 048 mg 2-
aminobenzamida, 1.12 mg 2-pikolin

borana
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3.1.5 Pribor

Tablica 6: Popis koristenog pribora i proizvodaci

Pribor Proizvodacd
10 kDa filter plo€ica Pall
AcroPrep 96 GHP filter plocice, | Pall

promjera 0.45 pm, zapremnine 1 ml

Adhezivni filmovi

Mettler Toledo

Kolona za kromatografiju

Waters  ACQUITY  UPLC®BEH
Glycan 1.7 um

Mikrotube za centrifugiranje

Eppendorf

Nastavci za mikropipete (20 ul, 200 pl,
250 pl, 1000 pl)

Rainin

PCR plo¢ica od 300 pl

Mettler Toledo

Plo¢ice za  sakupljanje  uzoraka, | Waters
polipropilen, 1 ml zapremnine, za 96
uzoraka

Vijale Waters

3.1.6 Laboratorijska oprema

Tablica 7: Popis laboratorijske opreme i proizvodaci

Pribor

Proizvodaé

Acquity UPLC ®

Waters

Aparatura za SDS PAGE

Cleaver scientific Ltd.

Centrifuga 5424 R

Eppendorf

Centrifuga Eppendorf 5804

Eppendorf

Centrifuga Jouan MR23i

Thermo Electron
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Centriguga Microfuge 22R Beckman Coulter™

Electrophoresis power supply EPS 301 | Amersham Biosciences

Inkubator DNI 30 M.R.C Ltd.

Mikropipete (obi¢ne i multikanalne) Rainin

Sonikator UP100H Ultrasonic Processor | Hielscher

SpeedVac Concentrator Savant SC210A | Thermo scientific

Termo tresilica TS-100 Biosan
Tresilica IKA® - Schittler
Vakuum Manifold Pall
Vortex Biosan
3.2 METODE

3.2.1 Priprema otopine Tritona X-114
PBS se ohladi na +4°C i napravi se 2%-tna (w/v) otopina Tritona X-114. Temperaturu je
potrebno kontrolirati (niza od +8°C, a optimalna temperatura je +4°C) zbog toga $to je triton
topljiv na niZoj temperaturi, dok na vi§im temperaturama stvara micele. Navedeno svojstvo se

koristi za prociS¢avanje same otopine jer komercijalno dostupan Triton X-114 nije dovoljno Cist.

Nakon potpunog otapanja detergenta u PBS-u, otopina se zagrije na +35°C (termostat). To je
temperatura na kojoj Triton X-114 formira micele pa otopina postane mlijecno bijela.
Temperatura otopine se kontrolira i drzi konstantnom na 35°C. Dobivena emulzija centrifugira
se na 5000 x g/10 min na temperaturi od 35°C te se dobiju dvije faze. Donja faza je Cista otopina
Tritona X-114, a u gornjoj fazi se nalaze necistoce. Koncentracija Tritona X-114 u donjoj fazi
je oko 10%. On se ohladi na +4°C i ¢uva u hladnjaku, a prije ekstrakcije se razrijedi 10x s
hladnim PBS-om (Bordier, 1981).
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3.2.2 Frakcioniranje proteina prema hidrofobnosti pomoc¢u Tritona X-114

Za ekstrakciju membranskih 1 hidrofilnih proteina koristene su THP stanice. One se
homogeniziraju s 1 mL Triton liziraju¢eg pufera, kojem se dodaje koktel proteaza inhibitora
kako bi se sprijecila razgradnja proteina, pomocu sonikatora u 4 ciklusa od po 10-15 sekundi.
Homogenizirani uzorci se inkubiraju 1 h na 4°C uz blago mijeSanje, a potom se centrifugiraju
30 min (10 000 x g, 4°C). U talogu zaostanu dijelovi stanica, a ¢isti supernatant se prenese u
nove mikrotubice te se inkubira 5 min na 37°C nakon ¢ega je vidljivo zamucenje otopine. Uzorci
se zatim centrifugiraju 3 min (400 x g, 37°C) da bi se formirale dvije faze, od kojih je vodena
gornja, a detergent donja faza. Gornja, vodena frakcija se prenese u novu mikrotubicu i inkubira
na ledu, dok se tritonska faza resuspendira s 500 pL hladnog PBS-a i proces separacije se ponovi
kako bi se dodatno uklonili solubilni proteini eventualno zaostali u fazi bogatoj detergentom
(centrifugira se 3 min na 400 x g, 37°C). Gornja, vodena faza se ponovno ukloni i spoji s
vodenom fazom dobivenom u prvoj separaciji. Frakcija bogata detergentom resuspendira se s
1,5 mL hladnog PBS-a (Schevchenko i sur., 2010).

3.2.3 TaloZenje proteina
3.2.3.1 TaloZenje proteina acetonom
Aceton se ohladi na -20°C. Uzorcima (tritonskoj i solubilnoj frakciji) se doda 4 puta veéi
volumen hladnog acetona. VVorteksira se i inkubira 60 min na -20°C. Nakon toga se centrifugira
10 minuta na 15 000 x g, supernatant se pazljivo dekantira. Ostavi se da aceton ispari u Speed-
Vac-u (Wessel i Flugge, 1984).

3.2.3.2 TaloZenje proteina kombinacijom otapala kloroform/metanol/voda

Uzme se alikvot od 200 uL vodene frakcije i isto toliko tritonske frakcije i svaka se zasebno
pomijesa s 800 pL metanola, vorteksira te centrifugira 30 s na 9000 x g. Zatim se doda 400 pL
kloroforma, vorteksira i centrifugira 30 s na 9000 x g. Sljedece se doda 600 pL hladne ultraciste
vode, uzorci se snazno vorteksiraju te centrifugiraju 1 min na 9000 x g. Gornja vodena faza se
pazljivo odstrani. Ponovno se doda 800 puL metanola, uzorci se promijeSaju i centrifugiraju 2
min na 9000 x g. Supernatant se odstrani, a skupljeni proteini se osuSe u Speed-Vac-u (Wessel
i Flugge, 1984).
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3.2.3.3 TaloZenje proteina kombinacijom otapala aceton/metanol
Uzme se alikvot od 100 pL vodene frakcije i isto toliko frakcije bogate detergentom i svaka se
zasebno pomijesa s 1,4 mL ledene mjesavine aceton/metanol (8:1) te se inkubiraju 90 min na
4°C. Agregirani proteini se istaloze centrifugiranjem na 2800 x g, na 4°C, 15 minuta.

Supernatant se odbaci, a proteinski precipitat se osusi U Speed-Vac-u (Mastro i Hall, 1999).

3.2.4 Otpustanje N-vezanih glikana
3.2.4.1 Denaturacija
30 pL 1.33% SDS-a se doda svakom uzorku i snazno promijesa pipetom. Uzorci se inkubiraju
na 65°C 10 minuta. Po zavrSetku inkubacije uzorak se 30 minuta hladi na sobnoj temperaturi.
Zatim se doda svakom uzorku 10 pL 4% Igepala i opet promijesa pipetom. Stalak sa uzorcima

se ostavi na tresilici 15 minuta i tada su spremni za dodatak mjeSavine enzima (Menni i sur.,

2013).

3.2.4.2 Deglikozilacija
Mjesavina enzima pripremi se mjeSanjem 10 pL 5 x PBS-a sa 0.12 pL PNG-aze F po uzorku.
Prije pipetiranja PNG-aze F treba ju snazno protresti. Svakom uzorku doda se 10 L. mjesavine
enzime te snazno promijesa pipetom. Uzorci se ostave inkubirati 18 sati na 37°C (Menni i sur.,
2013).

3.2.5 Obiljezavanje glikana
3.2.5.1 Priprema otopine 2-4B za obiljeZavanje
Otopina za obiljezavanje izradi se po propisu (poglavlje 3.1.4) za zadani broj uzoraka. Prije
vaganja, 2-pikolin boran stavlja se na sobnu temperaturu. Prvo se izraunata koli¢ina octene
kiseline doda u odredeni volumen DMSO-a kako bi dobili 30% otopinu. Ta 30% octena kiselina
u DMSO se doda u mikrotubicu u kojoj se nalazi izvagani 2-AB te se vorteksira dok se potpuno
ne otopi. Sav sadrZaj se prenese u drugu mikrotubicu u kojoj se nalazi izvagani pikolin boran 1

dobro promijesa do trenutka kad se potpuno otopio (Menni i sur., 2013).

3.2.5.2 Obiljeiavanje uzoraka za 2-AB
Svakom uzorku doda se po 25 pL otopine za obiljezavanje i smjesa se dobro promijesa pipetom.
Stalak sa uzorcima se trese 10 min na tresilici, a zatim se stavi u inkubator na 65°C na 2 sata.

Izvadi se nakon isteka vremena i ostavi hladiti 30 min na sobnoj temperaturi (Menni i sur., 2013).
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3.2.6 ProciS¢avanje obiljeZenih glikana
3.2.6.1 Priprema GHP plocice
Ispiranje GHP plocice provodi se sa 200 puL. 70% etanola koji se pipetira u svaku jazicu nakon
¢ega se ukloni pomoc¢u vakuum pumpe do suhog, pri ¢emu tlak ne smije prelaziti 5 inHg. Nakon

toga ponovi se postupak sa 200 pL ultraciste vode 1 na kraju sa 200 pL hladnog 96% ACN-a
(Menni i sur., 2013).

3.2.6.2 NanosSenje 2-AB obiljeZenih glikana
Svakom 2-AB obiljezenom glikanu doda se 700 puL hladnog 100% ACN-a, promijeSa pipetom
1 istim nastavkom pipete prenese ukupan volumen na GHP plocicu. Inkubira se 2 minute 1

vakuumira do suhog (Menni i sur., 2013).

3.2.6.3 Prociséavanje 2-AB obiljeZenih N-glikana
200 pL hladnog 96% ACN-a (koji je pripremljen neposredno prije i ohladen na 4°C ) se pipetira
u svaku jazicu GHP plocice 1 vakuumira do suhog. Postupak se ponovi 4x. Nakon toga GHP
plocica se stavi na plo¢icu za sakupljanje uzoraka zapremnine 1 mL, a u jaZice se pipetira 200

ML hladnog 96% ACN-a. Sve zajedno centrifugira se 5 minuta na 1000 rpm (Menni i sur., 2013).

3.2.6.4 Eluacija 2-4B obiljeZenih N-glikana
GHP plocica se stavi na PCR ploc¢icu. Doda se 90 pL ultraciste vode u svaku jazicu GHP plocice
1 ostavi, zajedno sa PCR plocicom, na tresilici 15 minuta. Nakon toga se plocice centrifugiraju
5 minuta na 1000 rpm kako bi se skupila prva frakcija eluata u PCR ploc¢icu. Ponovi se postupak
kako bi se sakupila 1 druga frakcija eluata u PCR ploCicu. Nakon $to se provjeri da nema
nikakvih kapljica ispod GHP plocice, na PCR plocicu se stavi poklopac i ploCica se pospremi u

frizider (Menni i sur., 2013).

3.2.7 Razgradnja glikana egzoglikozidama i njihova strukturna identifikacija
3.2.7.1 Sakupljanje kromatografskih vrsaka
2-AB obiljezeni glikani s membrane THP stanica su pocetni uzorci. 150 pL uzoraka THPS,
THPG6 i THP7 se spoji i ukoncentrira. Ista procedura napravljena je sa uzorcima THP2 i THP3.
Spojeni uzorci THP5-7 i THP2-3 resuspendirani su u 15 pL ultradiste vode. Za UPLC
kromatografiju i sakupljanje kromatografskih vrsaka, uzorci su pripremljeni na nacin opisan u
Tablica 8.
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Tablica 8:Priprema uzoraka za kromatografsku analizu

Sakupljanje Uzorak | Volumen Volumen Volumen za injektiranje
pikova uzorka (ML) | ACN-a (uL) na kolonu (uL)
1. THP5-7 12,5 37,5 40
2.13. THP2-3 2X1,5 22,5 20

Na ekranu se prati detekcija i u tubice se sakupljaju Zeljeni kromatografski vrsci. U svakoj

analizi sakupljeno je 14 vrsaka (Slika 7). Tubice sa glikanima se stave susiti.
18,00,
16,00 \j \l \1

14,00

12001 :

10.001

EU

ALY

10.00 1200 1400 16.00 18.00 2000 200
Mnuee

— THP%
Standard plazme

Slika 7: Prikaz sakupljenih kromatografskih vrsaka

3.2.7.2 Razgradnja glikana egzoglikozidazama
Sakupljeni osuseni kromatografski vrsci se resuspendiraju sa 37 pL ultraciste vode. Digestija
egzoglikozidazama provodi se na svakom sakupljenom vrsku individualno. Digestija se provodi

u PCR plo¢ici. Ovakva enzim/pufer/uzorak mjesavina inkubira se 18 sati na 37°C (Tablica 9).
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Tablica 9:Shema razgradnje glikana egzoglikozidazama

Red Egzoglikozidaza (Tablica 1) B
Enzim (UL) | Specifi¢ni pufer (uL) | Uzorak (bL)

A ABS 1 1 3

B JBM 2 2 6

C ABS+BKF 2x1 2x0.5 2

D ABS+AMF 2x1 2x0.5 2

E ABS+AMF+SPG 3x1 3x0.67 5

F ABS+BKF+AMF+SPG+GUH ox1 5x0.4 3

G ABS+BKF+AMF+SPG+GUH ->JBM | 5x1 > 2 5x0.4 > 2 326

3.2.7.3 Ispiranje 10 kDa filter plocice
U filter plo¢icu stavi se 100 pL ultraciste vode i 100 pL 50% acetonitrila te se vakuumom filtrira.

Ponovi se postupak sa 200 L ultraciste vode. Filtrat se baci.

3.2.7.4 Eluacija razgradenih glikana
50 pL ultraciste vode doda se uzorcima na PCR plocici te se plo€ica stavi na tresilicu nekoliko
minuta. Isprana filter plo€ica stavi se na plo€icu za sakupljanje uzoraka (zapremnine 1 mL) i ne
skida se do kraja procesa. Kompletna koli¢ina uzorka iz PCR plocice prenese se na 10 kDa filter
plo¢icu. Vakuumom se filtrira u plo€icu za sakupljanje uzoraka. Ponovno se doda 50 pL
ultraciste vode u PCR plocicu i ponovi postupak. Nakon toga doda se 100 L ultradiste vode
direktno u filter plocicu i takoder se filtrira vakuumom u istu plo¢icu za sakupljanje uzoraka.
Filter plocica se baci, a plo€ica za sakupljanje uzoraka stavi se u speed vac kako bi se osusili
glikani. Red G svakog vrska resuspendira se sa 6 L ultradiste vode i ponovi se postupak

digestije sa enzimom JBM.

3.2.7.5 Priprema uzoraka za UPLC
Uzorci se pripreme na nacin da sadrze 25% vode i 75% acetonitrila. U uzorke se prvo doda 12.5
uL ultraciste vode te se oni stave na tresilicu. Nakon toga doda se 37.5 pL acetonitrila. Svaki
uzorak pripremi se u koli¢ini od 50 uL, te se prenesu u vijale. Na kolonu se injektira 40 uL
uzorka. Takoder pripremi se vijala sa 60 uL ultradiste vode, u sljedecu se stavi 10 pL dekstrana
I 30 pL acetonitrila, a u tre¢u 20 pL standarda plazme i 60 pL acetonitrila.
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3.2.7.6 HILIC-UPLC analiza
Dobiveni glikani analizirani su tekué¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti
temeljenom na hidrofilnim interakcijama (poglavlje 1.3). Kromatograf se programira na na¢in
da je temperatura uzorka 10°C, a temperatura kolone 25°C. Prije injektiranja uzorka na kolonu
se redom injektira 10 pL ultraciste vode, 10 puL otopine dekstrana i 30 pL otopine standarda
plazme. Nakon toga slijedi injektiranje Cistog uzorka, te wuzoraka digestiranih
egzoglikozidazama. Razdvajanje N-glikana je provedeno na Acquity UPLC BEH Glycan koloni.
Koristen gradijentni protok otapala prikazan je u Tablica 10. Kromatografska analiza je
provedena tijekom 32.5 min, a glikani su detektirani fluorescentinim detektorom s valnim

duljinama ekscitacije i emisije za 2-AB koje iznose 250 odnosno 428 nm (Menni i sur., 2013).

Tablica 10: Omjer otapala koristenih za gradijentni protok u analizi glikana tekué¢inskom
kromatografijom visoke djelotvornosti; otapalo A - 100 mM amonijev formijat, otapalo B - acetonitril

Vrijeme (min) | Protok (mL/min) | Otapalo A (%) | Otapalo B (%)
0.00 0.561 30 70
24.81 0.561 47 53
25.50 0.250 100 00
29.00 0.250 30 70
32.50 0.561 30 70

3.2.7.7 Interpretacija dobivenih rezultata

Dobiveni kromatogrami se interpretiraju na nacin da se kromatogram netretiranog uzorka
usporeduje sa kromatogramima uzoraka tretiranih enzimima (Slika 15 i Slika 16). Prethodno se
usporedbom retencijskog vremena sakupljenog vrska s N-glikanskim kromatografskim
profilom standarda plazme (kojem je poznat sastav N-glikana) pridruze potencijalne glikanske
strukture. U odredivanju glikanskih strukura unutar kromatografskog vrska upotrebljava se 1
GU vrijednost (dobivena kalibracijom pomocu vanjskog standarda; glukoznog homopolimera,
dekstrana), na nac¢in da se dobivene GU jedinice usporeduju s vrijednostima GU u bazi podataka
Glycobase. To je baza podataka koja sadrzi vremena eluacije 2-AB obiljezenih N-glikana
analiziraih HPLC-om zajedno sa pretpostavljenim produktima nakon digestije
egzoglikozidazama (Campbell i sur., 2008).
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3.2.8 SDS poliakrilamid gel elektroforeza
Sastavi se standardna komora za elektroforezu, pri ¢emu stakla za elektroforezu moraju biti Cista,
suha i dobro uévrsc¢ena. Najprije se pripremi razdvajajuci gel (12% poliakrilamid) (Tablica 5)
koji se izlije izmedu stakala za elektroforezu, te se na vrh gela odmah doda izopropanol, kako
bi se sprijecio pristup zraku koji usporava polimerizaciju. Razdvajajuci gel polimerizira u
vremenu od 20 — 30 min te se nakon toga ukloni izopropanol i povr$ina gela se ispere ultracistom
vodom. Pripremi se otopina za sabijajuci gel (3% poliakrilamid) (Tablica 5) i prenese izmedu
stakala za elektroforezu, a izmedu stakala se odmah umetne 1 ¢esalj za elektroforezu. Nakon
polimerizacije sabijajueg gela, ceSalj se ukloni, a nastale jazice se dobro isperu vodom

(Laemmli, 1970).

Osuseni dobiveni talog sa proteinima u tubicama resuspendira se sa 10 pl 2% SDS-a. Alikvot
od 1 pL iz svake tubice sa talogom tritonske frakcije prenese se u novu tubicu i pomijesa se sa
7 UL vode i 2 puL pufera za nanoSenje uzorka. Iz tubica sa talogom solubilne frakcije uzme se
alikvot od 2 pL i pomijesa sa 6 uL vode i 2 pL pufera za nanosenje uzorka. Tako pripremljeni
uzorci stave se u termo blok (95°C) 5 minuta. Stalak s gelom prebaci se u uredaj za izvodenje
elektroforeze te se unutarnja kadica napuni puferom za elektroforezu. Svih 10 ul uzorka i 5 pL
markera nanese se u jazice na gel, te se tada i vanjska kadica napuni puferom za elektroforezu,
a na uredaj prikljuce elektrode i pokrene se elektroforeza: 30 min pri naponu od 80 V (da uzorci
stignu do razdvajajuceg gela) te 90 min pri naponu od 120 V. Nakon provedene elektroforeze,
izvade se stakla sa gelom i isperu destiliranom vodom. Kad se stakla razdvoje, gel se pazljivo
prebaci u kadicu sa destiliranom vodom jer ne smije ostati suh. Nakon toga se voda odstrani i
brzo doda boja Coomassie Blue (Tablica 5) tako da prekrije gel. Kadica sa bojom i gelom stavi
se na tresilicu 20 minuta, a nakon toga se odstrani boja i gel prenese u 1 L prethodno uzavrele
destilirane vode i ostavi da vrije 10 minuta kako bi se gel odbojao. Gel je nakon toga spreman

za slikanje i interpretaciju rezultata.
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4. REZULTATI

Membranski i hidrofilni proteini izolirani su iz THP stanica u koli¢ini od 107 i 4-10° stanica te

su ekstrahirani pomocu detergenta Tritona X-114 (poglavlje 3.2.2) . Nakon tocke zamucenja
dobivene su dvije faze, gornja frakcija s hidrofilnim proteinima koji su topljivi u vodi, a donja
faza sadrzi Triton X-114 u obliku micela s uklopljenim hidrofobnim membranskim proteinima.
Kako se u pethodnim pokuSajima precipitacije proteina sa spin filterima nisu dobili
zadovoljvajuéi rezultati (Fekonja i Gori¢anec, 2014), ovaj put se nakon pro¢is¢avanja proteina
pristupilo precipitaciji proteina iz donje tritonske frakcije pomocu razli¢itih kombinacija
organskih otapala: aceton, kloroform/metanol i aceton/metanol (poglavlje 3.2.3). Dobiveni
proteini su zatim deglikozilirani (poglavlje 3.2.4), 2-AB obiljezeni (poglavlje 3.2.5), obiljezeni
N-glikani izolirani (poglavlje 3.2.6), te analizirani UPLC-om (poglavlje 3.2.7.6).
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Slika 8:Kromatogram N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina acetonom (crveno) i
usporedba s N-glikanima solubilnih proteina (zeleno).
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Slika 10: Kromatogram N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina organskim
otapalom koroform/metanol (crveno) i usporedba s N-glikanima solubilnih proteina (zeleno).
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Slika 9:Kromatogrami N-glikana otpustenih s membranskih proteina THP stanica nakon razlicitih metoda
precipitacije proteina: aceton (plavo), kloroform/metanol (zeleno), aceton/metanol (crveno)
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Sve tri razliCite metode precipitacije proteina (poglavlje 3.2.3.1-3.2.3.3) daju zadovoljavajuci
prinos N-glikana (Slika 9) te kromatograme jednakog glikanskog profila. Ta ¢injenica je bitna
jer potvrduje dosljednost glikanskog profila. Medutim, najveci prinos glikana daje precipitacija
proteina pomocu kombinacije organskih otapala kloroform/metanol (Slika 10). Usporedbom
kromatograma N-glikana otpustenih s proteina iz tritonske i solubilne frakcije (Slika 8 i Slika
10) vidi se da su u tritonskoj frakciji prisutni glikoproteini s kompleksnijim glikanskim
strukturama (dovrSeni glikoproteini) Koji izlaze iz kromatografske kolone kasnije, dok u
solubilnoj fazi ima viSe proteina sa strukturno jednostavnijim N-vezanim glikanima koji izlaze
iz kromatografske kolone vrlo rano. Nadalje, usporedeni su kromatografski vrsci N-glikana koji

su izolirani kombinacijom otapala kloroform/metanol, ali s razli¢itom poc¢etnom kolicinom THP
stanica (108, 4-10°, 107, 2.4-107). Jasno se moze uociti da je s poveéanjem broja ishodnih stanica

veéi prinos proteina, a samim time i N-glikana (Slika 11).
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THP stanice 1076 T2_5_KM
THP stanice 4x1076 T5_5_KM
THP stanice 1077 T10_5_KM
THP stanice 2.4x1077 T2_4_KM

Slika 11: Kromatogrami N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina kombinacijom organskih
otapala koloroform/metanol s razlicitom pocetnom koli¢inom stanica (10° stanica - crveno, 4-10° stanica -
zeleno, 107 stanica - plavo, 2.4+10 stanica - ruZicasto
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Slika 12:Kromatogram N-glikana THP stanica, stanica ljudskog mozga, leukocita i lizosoma iz
tritonske frakcije dobiveni precipitacijom membranskih proteina pomocu otapala kloroform/metanol

Postupak izolacije membranskih proteina ponovljen je na stanicama ljudskog mozga,
leukocitima i lizosomima (Slika 12) kako bi se dokazala primjenjivost metode izolacije i
precipitacije membranskih proteina pomoc¢u Tritona X-114 i organskih otapala na druga tkiva

stanice i organele.
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Kako bi se dobio uvid u uspjesnost izolacije proteina i njihovog procis¢avanja od suviska
detergenta provedena je SDS-PAG elektroforeza (poglavlje 3.2.8). U A B C

—
slucaju neuspjesnog procis¢avanja od detergenta, on bi utjecao na '

uspjesnost elektroforetskog razdvajanja 1 posljedi¢nu analizu. Na gel je

nanesen proteinski marker te uzorci tritonske i solubilne faze dobiveni p—
iz THP stanica precipitacijom s mjeSavinom organskih otapala -
kloroform/metanol. Kad se usporede tritonska i solubilna faza istog -
uzorka, moze se primijetiti da solubilna faza ima ve¢i intenzitet vrpci,
tj. vise proteina (Slika 13) sto je i pretpostavka buduéi da u citoplazmi —~
ima viSe proteina nego Sto ih ima na membrani.
Tablica 11: Raspored uzoraka nanesenih na gel za elektroforezu (Slika 13)
Uzorak Frakcija Slika 13: Gel
elektroforeza proteina
A PROTEINSKI MARKER dobivenih precipitacijom
organskim otapalima
B THP_T kloroform/metanol.
C THP S (raspored uzoraka

definiran je u Tablica 11)

Radi potvrde prisutnosti glikanskih struktura u dobivenim uzorcima, sakupljeni su pojedini
kromatografski vrsci (poglavlje 3.2.7.1). U njima se potencijalno nalazi jedna ili viSe glikanskih
struktura. Oni su sekvencirani razgradnjom kombinacijom egzoglikozidaza koje otkidaju
pojedine monosaharide s nereduktivnih krajeva glikana, a pokazuju odredeni stupanj
specifi¢nosti prema kidanju pojedinih veza (Slika 6). Na primjeru probranih kromatografskih
vr$aka dokazane su i identificirane glikanske strukture (Slika 14). Prethodno su usporedbom
retencijskog vremena sakupljenog vrska s N-glikanskim kromatografskim profilom standarda
plazme (kojem je poznat sastav N-glikana) pridruZzene potencijalne glikanske strukture.
Sakupljeno je 14 kromatografskih vrsaka (Slika 7), medutim identificirano je osam struktura.
Promatranjem njihovih kromatograma s velikom sigurno§¢u mozemo tvrditi da su to upravo te

strukture, dok su za ostale kromatograske vrskove potrebne su daljnje analize.
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Slika 14: Kromatogram N-glikana s pridruzenim identificiranim strukturama

Dobiveni kromatogrami se interpretiraju (poglavlje 3.2.7.7) na nacin da se kromatogram
netretiranog uzorka usporeduje sa kromatogramima uzoraka tretiranih enzimima (Slika 15 i
Slika 16). Na primjeru M6 (oligomanozni tip (Slika 15)) i FA2 (kompleksni tip (Slika 16))

prikazan je nacin interpretacije dobivenih kromatograma.
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Slika 15: ldentifikacija strukture u kromatografskom vrsku, oligomanozni tip glikana M6

Na Slika 15 vidi se da se kromatografski vriak glikana pomice kad je uzorak tretiran enzimom
JBM. Time je dokazana oligomanozna struktura glikana, a usporedbom s kromatogramom
plazme i koristenjem GU vrijednosti (poglavlje 3.2.7.7) potvrdeno je da se radi o strukturi M6.

Za to¢nu potvrdu izomera D1, D2, D3 potrebna je detaljnija analiza.
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Slika 16:Identifikacija strukture u kromatografskom vrsku, kompleksni tip glikana FA2

Na Slika 16 moze se primijetiti pomak kromatografskog vrska kada se u smjesi nalazi
ABS+BKF jer BKF mice fukozu vezanu na jezgru glikana. Takoder kromatografski vrSak
pomice se kada se u smjesi nalazi ABS+BKF+AMF+SPG+GUH jer BKF opet mice fukozu
vezanu na jezgru glikana, a GUH mice P GIcNAc. Na posljednjem kromatogramu
kromatografskog vrSka nema, jer mjeSavina egzoglikozidaza ukloni sve Secere i ostavi samo
GlcNac-GlcNac-Man jezgru koja izlazi vrlo rano i ne moze se primijetiti. Dobiveni

kromatogrami su potvrdili sumnju o prisutnosti FA2 glikana.
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5. RASPRAVA

Glikozilacija je naj¢esca posttranslacijska modifikacija i njezino proucavanje je vazno zbog toga
Sto varijacije u glikozilaciji proteina Cesto vode promjeni u njihovoj funkciji, ali mogu biti
povezane i s raznim bolestima (Axford, 2001). Medutim analiza glikana postala je iznimno
vazna i biofarmaceutskoj industriji zbog toga Sto glikozilacija ima ucinak na fizikalno-kemijska

svojstva proteina §to se odrazava na njihovu u¢inkovitost i sigurnost (ICH, 1999).

S obzirom da je izolacija proteina iz staniéne membrane i njihova strukturna analiza zahtjevan
proces zbog njihovog amfipatskog karaktera i male koncentracije u odnosu na citoplazmatske
proteine, danas ne postoji puno metoda za njihovu izolaciju. Metode koje postoje ¢esto ne daju
reproducibilne i smislene rezultate jer u procesu izolacije zaostaju i solubilni proteini koji se jos
mogu nalaziti u procesu glikozilacije (Schevchenko i sur., 2010). Upravo iz tog razloga je cilj
ovog rada bio potvrditi da je prethodno razvijena optimirana metoda izolacije membranskih
proteina pomoc¢u Tritona X-114 (poglavlje 3.2.2) zaista u¢inkovita, a da je najbolja metoda
precipitacije glikoproteina pomocu organskih otapala (Fekonja i Gori¢anec, 2014.). Izolacija
proteina je provedena na THP stanicama, a za razdvajanje i detekciju glikana koristena je
HILIC-UPLC metoda (poglavlje 1.3). Pro¢is¢avanje proteina od viska detergenta potrebno je
provesti kako bi mogli otpustiti N-glikane s proteina i pristupiti njihovoj analizi. S obzirom na
¢injenicu da glikani nemaju kromofore i nije ih moguce detektirati na kromatografskom
detektoru, njih se obiljezavalo bojom 2-aminobenzamidom u omjeru 1:1 §to omogucava to¢no

kvantitativno mjerenje i usporedbu izmedu uzoraka (Ruhaak i sur., 2010).

Proci$¢avanje proteina od detergenta izvedeno je pomocu acetona (Slika 8), aceton/metanola i
koroform/metanola (Slika 10) (poglavlje 3.2.3). Kao njabolji izbor se pokazala kombinacija
kloroform/metanol jer je dobiven kromatogram najbolje razlucivosti i zadovoljavajuéih
intenziteta pikova (Slika 10). Takoder SDS PAGE je pokazala (Slika 13) da su uzorci uspjesno
procisc¢eni od detergenta Sto se vidi po jasno vidljivim proteinskim vrpcama uzorka. Medutim
sve metode pokazuju dosljednost glikanskog profila §to se uocava ako se preklope
kromatogrami dobiveni analizom proteina precipitiranih na razli¢ite nac¢ine (Slika 9), a
dokazano je da intenzitet kromatografskih vrsaka odnosno prinos N-glikana ovisi 0 koli¢ini

izoliranih proteina, odosno o pocetnoj koli¢ini stanica (Slika 11).
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Metodom u kojoj se kombiniraju organska otapala postignuto je dobro pro¢is¢avanje od suviska
detergenta i zadovoljavajuci prinos samih proteina te se moze re¢i da kao takva ima potencijala
za Siru primjenu. Kako je metoda optimirana na THP stanicama, Zeljela se potvrditi
primjenjivost i na druge stanice, organele i tkiva. Zbog toga je postupak ponovljen na na
stanicama ljudskog mozga, leukocitima i lizosomima (Slika 12). Dobiveni kromatogrami su
dobre razlucivosti, a prinos proteina, zaklju¢ujuéi po povrsini ispod kromatografskih vrsaka je

zadovoljavajuci.

Takoder, primije¢eno je da intenzitet kromatografskih vrsaka ovisi 0 po¢etnoj koli¢ini stanica
(Slika 11), no moguce je da bi i neki drugi parametri, koji u ovom radu nisu promatrani, mogli

takoder imati utjecaja na njihov intenzitet.

Izolacijom pojedinih kromatografskih vr$aka i1 koriStenjem specifi¢nih egzoglikozidaza moguce
je potvrditi strukture pojedinih glikana. Medutim usporedbom sa glikanima plazme, mora
postojati pretostavka o kojem glikanu bi mogla biti rije¢. Na kromatogramima se prati
pomicanje kromatografskih vrSaka kao posljedica digestije odredenim egzoglikozidazama 1
donesu se odredeni zakljucci. Npr. ako pretpostavimo da odredeni kromatografski vrSak sadrzi
A2 glikan, isti bi se trebao pomaknuti samo pod djelovanjem GUH i JBM. Ako se pretpostavka
potvrdi moze se potvrditi 1 struktura. Takoder puno lakSe je odrediti 1 potvrditi manje i
oligomanozne strukture. Ovaj nacin identifikacije glikana je pouzdan, medutim trebalo bi

identitet dodatno potvrditi masenom spektrometrijom.
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6. ZAKLJUCCI

Primjenom Tritona X-114 moguce je uspjes$no izolirati membranske proteine te ih
odvojiti od solubilnih proteina, a izolirane proteine je od suviska detergenta moguce
procistiti kombinacijama organskih otapala gdje se kao najbolja pokazala kombinacija
otapala kloroform/metanol koja je u konaénici rezultirala najboljim prinosom glikana te

kromatogramima najbolje razlucivosti.

Analizom dobivenih N-glikana pomoc¢u HILIC-UPLC dobiveni su kromatogrami
jednakih glikanskih profila $to upucuje na njihovu dosljednost i ponovljivost metode, a
intenzitet kromatografskih vrSaka ovisi o koliCini stanica uzetih u analizu. Dobiveni

kromatogrami se kao takvi mogu koristiti za analizu prisutnih glikana.

Metoda izolacije membranskih proteina pomocu Tritona X-114 mozZe se primijeniti i na

druge stanice, tkiva i organele

Izolacijom pojedinih kromatografskih vrSaka moguce je dokazati prisutnost N-glikana,

a neke Cak i strukturno identificirati koriste¢i metodu razgradnje egzoglikozidazama
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1 SAZETAK
Nina Fekonja
Unapredenje metode za obogacivanje i analizu N-glikozilacije membranskih proteina

Analiza glikanskog dijela membranskih glikoproteina postala je vazan analiti¢ki izazov zbog
njihove izuzetne vaznosti u medustani¢cnom prepoznavanju te interakcijama pojedinih molekula
s receptorima na stani¢noj povrsini. Brojni pokusaji izolacije membranskih glikoproteina naisli
su na niz prepreka s obzirom na nedovoljnu ponovljivost metoda ili pak oneciS¢enje citosolnim
glikoproteinima. Stoga je cilj ovog rada bio potvrditi uéinkovitost i ponovljivost metode
izolacije membranskih proteina s Triton X-114 i procis¢avanja organskim otapalima u svrhu
analize njihove N-glikozilacije. Sama analiza N-glikana provedena je HILIC-UPLC
kromatografijom. Kori$tene su stanice iz THP stani¢ne linije, ali je ponovljivost potvrdena i na

stanicama ljudskog mozga, leukocitima i lizosomima.

U metodama za procis¢avanje izoliranih membranskih proteina koriStena su razli¢ita organska
otapala pomocu kojih je dobiven precipitat proteina. Organska otapala koja su upotrijebljena
bila su aceton, kombinacija aceton/metanol i kloroform/metanol, gdje se posljednja kombinacija
pokazala najucinkovitijom, iako sve tri metode daju kromatograme jednakog glikanskog profila.
Takoder je pokazano da pocetna koli€ina stanica utjece na intenzitet kromatografskih vrSaka.
Radi potvrde prisutnosti glikanskih struktura u dobivenim uzorcima, sakupljeni su pojedini
kromatografski vrsci koji su sekvencirani razgradnjom kombinacijom egzoglikozidaza koje
otkidaju pojedine monosaharide s nereduktivnih krajeva glikana, a pokazuju odredeni stupanj
specificnosti prema kidanju pojedinih veza. Na taj nacin uspjeSno su dokazane i identificirane
pojedine glikanske strukture.

VaZznost ove studije je u napretku izolacije membranskih proteina ¢ime je omoguéen bolji uvid
u njihovu N-glikozilaciju koja je, osim u dijagnostici i prognostici bolesti, danas vazna i
biofarmaceutskoj industriji zbog toga S§to glikozilacija ima ucinak na fizikalno-kemijska
svojstva proteina $to se odrazava na njihovu u¢inkovitost i sigurnost.

Kljuéne rijeéi: glikozilacija, membranski proteini, N-glikani, Triton X-114, precipitacija

organskim otapalima, HILIC-UPLC, digestija egzoglikozidazama, strukturna identifikacija
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8.2 SUMMARY
Nina Fekonja

Improvement of methods for enrichment and analysis of N - glycosylation of membrane
proteins

Analysis of glycan part of membrane glycoproteins has become an important analytical
challenge because of its high importance in intercellular recognition and interactions of
molecules with receptors on the cell surface. Numerous attempts to isolate membrane
glycoproteins have encountered a number of obstacles due to the lack of reproducibility of the
method or pollution with cytosolic glycoprotein. Therefore, the aim of this study was to confirm
the efficacy and reproducibility of the method of isolation of membrane proteins with Triton X-
114 and its purification with organic solvents for the purpose of analyzing the N-glycosylation.
The analysis of N-glycans was performed with HILIC-UPLC chromatography. Used cells were
from THP cell lines, but the repeatability was confirmed with human brain cells, white blood
cells and lysosomes.
In the method for purifying the isolated membrane proteins are used various organic solvents
with which we got a protein precipitate. Organic solvents which have been used are acetone,
combinations of acetone/methanol and chloroform/methanol, where the last combination came
as most effective, although all three methods gave chromatograms with the same glycan profile.
It was also found that the initial amount of cells affects the intensity of the chromatographic
peak.
To confirm the presence of glycan structure in the obtained samples, individual chromatographic
peaks were collected and sequenced with combination of exoglycosidases that are tearing
certain non-reducing ends of the monosaccharides from glycans. Thus were successfully proven
and identified some glycan structures.
The importance of this study is progress in isolation of membrane proteins thus providing a
better insight into their N-glycosylation that is, except for the diagnosis and prognosis of disease,
today very important in biopharmaceutical industry because glycosylation has an effect on the
physical and chemical properties of the protein which is reflected in their effectiveness and
safety.
Keywords: glycosylation, membrane proteins, the N-glycans, Triton X - 114, organic solvent
precipitation, HILIC-UPLC, exoglycosidase digestion, structural identification
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