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1. UvOD

1.1 Glikoproteini i glikozilacija

Glikobiologija je relativno nova grana znanosti koja se bavi proucavanjem glikana odnosno
glikokonjugata. U zadnje vrijeme njezin razvoj eksponencijalno raste te joj se pridaje sve veci
znacaj. Veliki interes za glikoproteine potaknula je Cinjenica da je vecina membranskih, a i
citoplazmatskih proteina glikozilirana. Danas znamo da je pravilna glikozilacija proteina klju¢na
za njihove brojne zadacée, poput stani¢nog signaliziranja, medusobnog prepoznavanja Stanica,

pravilnog smatanja proteina i spre¢avanja njihove razgradnje [5][6].

Glikoproteini su proteini koji na aminokiselinskim ostacima imaju kovalentno vezane
oligosaharide, a proces kojim nastaju je glikozilacija. Glikozilacija je visokospecifi¢na
posttranslacijska modifikacija katalizirana razli¢itim enzimima iz skupine glikoziltranferaza.
Postoje dvije glavne skupine glikoproteina: N-vezani i O-vezani. Glavna razlika medu njima je
mjesto vezanja oligosaharidnog lanca, kao S§to i samo ime govori, pa je kod N-vezanih
glikoproteina oligosaharidni lanac vezan na duSikov atom bo¢nog ogranka aminokiseline
asparagin, dok se kod O-vezanih veze na kisikov atom bo¢nog ogranka serina ili treonina. Osim

u mjestu vezanja oligosaharidnog lanca glikoproteini se razlikuju i u mjestu i procesu sinteze [5].

Sinteza N-vezanih glikoproteina zapoc¢inje na membrani endoplazmatskog retikuluma vezanjem
oligosaharidnog prekursora na jo§ nedovrSene proteine. Takvi proteini, koji ¢e biti glikozilirani,
prenose se u toku translacije na membranu ER pomocu signalnog slijeda koji se odmah zatim
uklanja. Razgranata struktura oligosaharidnog prekursora sastoji se od tri glukoze, devet manoza
i dva N-acetilglukozamina te je vezana za unutrasnju stranu membrane ER preko lipidnog nosaca
dolikol-fosfata. Uklanjanjem signalnog slijeda s proteina oligosaharid se, posredovanjem enzima
oligosaharil transferaze, prebacuje s dolikol-fosfata na bo¢ni lanac asparagina. Bitno je istaknuti
da je jedino slijed Asn-X-Thr/Ser supstrat za ovu reakciju (X je bilo koja aminokiselina osim
prolina), no nisu svi takvi sljedovi glikozilirani i ne moze se iz slijeda aminokiselina pretpostaviti
koji ¢e od njih biti glikozilirani. Nakon $to je oligosaharid prenesen na protein slijede daljnje
modifikacije u nekoliko koraka; u endoplazmatskom retikulumu uklanjaju se tri glukozna i jedan
manozni ostatak, a daljnja obrada odvija se u Golgijevu aparatu dodavanjem i oduzimanjem

Secernih jedinica. Razli¢itim kombinacijama i dodatnim grananjem ugljikohidratnih jedinica



omogucena je velika raznolikost glikoproteina, no, opéenito, N-vezane glikane moZemo svrstati

u 3 glavne skupine: oligomanozni, kompleksni i hibridni tip (Slika 1).

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

@ Manoza (Man) & N-acetilneuraminska kiselina (NeuSAc)

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

Slika 1: Tri glavne skupine N-vezanih glikoproteina [6]

Oligomanozni tip N-glikana rezultat su ograni¢enog uklanjanja manoznih i glukoznih ostataka s
tome $to su a-3- i a-6-vezane manoze supstituirane N-acetilglukozaminom na koji su dalje
vezani drugi Seceri. Hibridni tip je kombinacija prva dva tipa N-glikana, kod kojeg dolazi do

procesiranja samo o-1,3- manozne grane, dok a-1,6-grana ostaje nesupstituirana [5][6][7].

Za razliku od N-vezanih glikoproteina, sinteza O-vezanih odvija se samo u Golgijevu aparatu i to
dodavanjem pojedina¢nih monosaharidnih jedinica na ve¢ dovrSene polipeptidne lance. Obicno

nisu jako razgranati i sastoje se od nekoliko monosaharidnih jedinica [5].

Glikoproteine karakterizira velika raznolikost koja proizlazi iz razli¢itosti Se¢ernih komponenti

koje se vezu na proteine, ali i iz velikog broja mjesta vezanja istih.



1.2 Vaznost glikozilacije

Glikozilacija je najéesca posttranslacijska modifikacija §to upucuje na njezinu veliku ulogu. Za
razliku od aminokiselina i nukleotida koji se vezu u linearne lance, 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 specificnost mjesta vezanih glikana budu¢i da oni posreduju u medustanicnom
prepoznavanju i adheziji stanica, prepoznavanju receptora te vezanju za receptore. Takoder, neki

glikoproteini na stani¢noj povrsini mogu inducirati imunolosku reakciju [7].

Vaznost glikozilacije proizlazi i iz ¢injenice da glikanske strukture u organizmu variraju ovisno o
trenutnoj razini ekspresije i intracelularne lokalizacije biosintetskih enzima, vaznih u procesima
glikozilacije. Prema tome, mnogi glikoproteini se u razli¢itim bolestima mogu koristiti kao vazni

dijagnosticki i prognosticki biljezi [4].

1.3 Metode za izolaciju membranskih (gliko)proteina i analizu N-vezanih glikana
Izolacija proteina iz stanicne membrane je kompliciran proces. Membranski proteini imaju
amfipatski karakter te su zbog toga slabo topljivi u vodenim otopinama, a ve¢ina metoda je
razvijena upravo za izolaciju u vodi topljivih proteina. Osim hidrofobnog karaktera, sljedeci
problem je mala koncentracija membranskih proteina u odnosu na citoplazmatske [13]. Do sada
postoji nekoliko metoda izolacije membranskih proteina, primjerice solubilizacija membranskih
proteina pomoc¢u 90% mravlje kiseline [16], zatim solubilizacija sa 60% metanolom [17][18] te
primjena ionskih i neionskih detergenata [19][20]. Jedna od jednostavnijih metoda izolacije je
pomoc¢u detergenta Tritona X-114. Pogodna je zbog relativho niske cijene, jednostavnog
uklanjanja surfaktanta te niske toksi¢nosti [13]. Triton X-114 ili polioksietilen monooktilfenil
eter je neionski detergent (Slika 2). Razrijedena otopina Tritona X-144 je homogena pri 0°C, ali
se kod temperatura visih od 20°C odvaja na vodenu fazu i fazu bogatu detergentom. Zapravo se
radi o to¢ki zamucenja i ona za ovaj detergent iznosi 23°C. Triton X-114 se koristi za odvajanje
hidrofilnih i hidrofobnih proteina nakon razaranja stanice [2]. 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 koje su kondenzirane s
hidrofobnim oktilfenilnim ostatkom. Pretpostavlja se da se na taj na¢in membranski proteini
mogu odvojiti od hidrofilnih stani¢nih proteina. Iznad temperature kod koje dolazi do zamucéenja
otopine, odnosno stvaranja micela, dolazi do odvajanja hidrofilne faze, a faza bogata
detergentom, koja sadrzi hidrofobne membranske proteine, procis¢ava se do konaéne izolacije

¢istih membranskih proteina [1].

Slika 2: Struktura molekule Tritona X-114

Za izolaciju membranskih proteina koristene su THP-1 stanice. To su ljudske stanice, monociti
izolirani iz periferne krvi jednogodiSnjeg muskog djeteta koje boluje od akutne monocitne
leukemije. Njima nedostaju povrSinski 1 citoplazmatski imunoglobulini. Karakteristika im je da
mogu povecati koli¢inu CO; kod fagocitoze i mogu se diferencirati u makrofazima sli¢ne Stanice
pomoc¢u DMSO [3].

Budu¢i da se za analizu koriste samo N-glikani, a ne cijeli glikoproteini, treba provesti proces
deglikozilacije. To se radi s enzimom PNGaza F. Medutim, obavezno se prije dodatka samog
enzima dodaje lgepal koji je neionski detergent da bi neutralizirao SDS, koji je kationski
detergent (koriSten u postupku denaturacije proteina). Time je osigurano da nece doéi do
denaturacije enzima. Dobiveni N-glikani nemaju kromofore i ne bi ih se moglo detektirati na
kromatografskoj koloni, oni se prije analize obiljeZzavaju s 2-AB otopinom.

Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu glikana najeSée se kao metoda koristi tekucinska
kromatografija visoke u¢inkovitosti (eng. High Performance Liquid Chromatography — HPLC)

koja moze biti spregnuta s masenom spektrofotometrijom kada je potrebna karakterizacija

4



spojeva [8]. HPLC je precizna i efikasna tehnika, no danas se ipak sve CeSée Kkoristi
,unaprijedena® verzija HPLC, a to je teku¢inska kromatografija vrlo visoke djelotvornosti (eng.
Ultra Performance Liquid Chromatography — UPLC). Principi metode su isti kao kod HPLC, a
osnovna razlika izmedu tih dviju metoda je veliina Cestica stacionarne faze. Kod UPLC se
koriste Cestice manje od 2 um (najcesce 1.7 pm), dok su kod HPLC veli¢ine 3.5 pm. Uz manje
Cestice koriste se i visi tlakovi, koji dosezu vrijednost od 100 MPa (kod HPLC-a su tlakovi oko
40 MPa) [10]. Primjena vrlo malih Cestica stacionarne faze rezultira ve¢om povrSinom
raspolozivom za interakcije te time boljim odjeljivanjem komponenata uzorka, a upotrebom visih
tlakova povecan je protok mobilne faze, odnosno brzina eluiranja. Sveukupno je poboljSana
rezolucija i osjetljivost analize te je bitno skraceno vrijeme analize [9][10].

HILIC (eng. HILIC — Hydophilic interactions liquid chromatography) jedna je od metoda
odvajanja malih polarnih molekula na hidrofilnoj stacionarnoj fazi koja je najcesce silikagel
modificiran s polarnim funkcionalnim skupinama. Mobilnu fazu ¢ini polarno organsko otapalo
mjesljivo s vodom poput npr. acetonitrila. U mobilnu fazu se najées¢e 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 [21]. 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 dulje [22].



2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Glikozilacija membranskih proteina igra vaznu ulogu u njihovim funkcijama, kako
medustaniénom prepoznavanju, tako i interakcijama pojedinih molekula s receptorima na
stani¢noj povrsini. Promjene glikozilacije proteina prisutne su u mnogim bolestima pa je njihova
analiza vazna u razumijevanju patogeneze te otkrivanju novih dijagnostickih biljega. S obzirom
na navedeno, vazno je razviti analiticku metodu koja bi omogucila istrazivanje glikozilacije
membranskih proteina. Dosadasnje metode izolacije i1 analize glikozilacije ovih proteina
pokazale su se nedovoljno reproducibilne. Razlog toga lezi u ¢injenici da Se razaranjem stanice i
talozenjem proteina dobije precipitat ukupne proteinske frakcije koji sadrzi i membranske i
unutarstani¢ne (gliko)proteine. Stani¢ni glikoproteini se jo§ uvijek nalaze u procesu
postranslacijskih modifikacija i njihova glikozilacija nije zavrsena. To su uglavnom topljivi,
hidrofilni proteini. Analizom ukupnog proteinskog precipitata, dakle, ne dobivamo valjanu
informaciju o profilu membranskih N-vezanih glikana na osnovu koje mozemo donositi
zaklju¢ke o njihovoj ulozi u raznim (pato)fizioloskim procesima. Stoga je cilj ovog rada
prilagoditi metodu izolacije proteina pomocu detergenta Tritona X-114 izolaciji membranskih
proteina s ciljem analize njihove N-glikozilacije HILIC-UPLC kromatografijom. Navedena
metoda se temelji na razdiobi proteina prema njihovoj hidrofobnosti i omogucuje razdvajanje
membranskih (hidrofobnih) proteina od solubilnih (hidrofilnih). Na taj nac¢in mogu se zasebno
proucavati membranski proteini te njihov glikozilacijski profil. Metoda je u radu optimirana na
THP stani¢noj liniji.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

Iz stani¢nih linija THP izolirati membranske proteine pomocu Tritona X-114

Optimirati metodu prociS¢avanja proteina od detergenta

Otpustiti i obiljeziti N-vezane glikane s procis¢enih proteina te ih analizirati pomocu

HILIC-UPLC kromatografije za profiliranje fluorescentno obiljezenih oligosaharida



3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Soli, kiseline, luzine

Tablica 1: 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 2: Popis koristenih organskih kemikalija i proizvodaci

Kemikalije Proizvodad
2-aminobenzamid Sigma — Aldrich
2-pikolin boran Sigma — Aldrich

Aceton Claro-prom d.o.o.
Acetonitril (ACN) J.T.Baker
Akrilamid Sigma

Amonijak Merck
Bromfenol plavo Merck




DMSO (dimetil sulfoksid) Sigma — Aldrich

DTT (ditiotreitol) Sigma

Gel Mate Blue Euroclone
Glicerol Sigma

Glicin Sigma
Izopropanol Sigma Diagnostics
Kloroform Riedel-de Haén
Metanol Kemika
Mikrokristalini¢na celuloza Merck

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 3: 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™

3.1.4 Otopine i puferi

Tablica 4: Popis koristenih pufera i otopina i nacin pripreme

Puferi

Priprema

10xPBS (Phosphate buffered saline)

pH=6.6

Za 1l L pufera:

80.028 g NaCl, 13.832 g Na;HPOy,
2.964 g KH,PO4, 1.976 g KClI, sve

otopiti u ultra ¢istoj vodi

5xPBS (Phosphate buffered saline)

Za 100 ml pufera:

Dobiva se iz 10xPBS-a; 50 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

Zall:

144 g glicina, 30.2 g Tris baze, 10 g
SDS-a, H,0 (dest.) do 1L

Triton lysis buffer

Za 1mL pufera:

10 ul 10 mM Tris-HCI pH=7.4, 100 pl
1.5 M NaCl-a, 100 ul 10 MM EDTA,
500 pl 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% otpine Triton X-114
(3.2.1)

80% 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

Gel za razdvajanje 12%

(elektroforeza)

Za5mL:

1.45 ml ultra ¢&iste vode, 2 mL
akrilamida, 1.25 mL Tris-a pH=6.8, 50
ul SDS-a, 0.25 mL amonijeva
persulfata [11]

Gel za sabijanje 3% (elektroforeza)

Za 2 mL:

1.38 mL ultra ¢iste vode, 0.2 mL
akrilamida, 0.25 mL Tris-a pH=8.8, 20
ul SDS-a, 150 pl amonijeva persulfata
[11]

Otopina za obiljezavanje glikana

Za 1 uzorak:

25 ul 30% octene kiseline u DMSO
(7.5 pl octene kiseline, 17.5 ul
DMSO), 0.48 mg 2-aminobenzamida,
1.12 mg 2-pikolin borana

Suspenzija mikrokristalini¢ne

celuloze u vodi

0.1 g/ml, 200 pul celulozne suspenzije

po uzorku
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3.1.5 Pribor

Tablica 5: Popis koristenog pribora i proizvodaci

Pribor

Proizvodac

10 kDa filter plocica

Pall

Adhezivni filmovi

Mettler Toledo

Kolona za kromatografiju

Waters ACQUITY UPLC® BEH
Glycan 1.7 um

AcroPrep 96 GHP filter plocice,

Pall
promjera 0.45 um, zapremnine 1 ml
Microcon filter (3 kDa) Milipore
Mikrotube za centrifugiranje Eppendorf

PCR plocica od 300 pl

Mettler Toledo

Plocice za sakupljanje uzoraka,

polipropilen, 1 ml zapremnine, za 96 Waters

uzoraka

Nastavci za mikropipete (20 ul, 200 pl, o
Rainin

250 pl, 1000 pl)

3.1.6 Laboratorijska oprema

Tablica 6. Popis laboratorijske opreme i proizvodaci

Pribor

Proizvodac

Centrifuga Eppendorf 5804

Eppendorf

Centrifuga Jouan MR23i

Thermo Electron

Mikropipete (obi¢ne i multikanalne)

Rainin

Sonikator UP100H Ultrasonic Processor

Hielscher
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Tresilica IKA® - Schiittler

UPLC Agilent Infinity 1290 Agilent Technologies
Vakuum Manifold Pall
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. Temperatura se mora
kontrolirati (mora biti 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 proci§¢avanje same otopine jer komercijalno dostupan Triton X-114 nije dovoljno ist.

Nakon potpunog otapanja detergenta, otopina se zagrije na +35°C (termostat). To je temperatura
na kojoj Triton X-114 formira micele pa otopina postane mlije¢no bijela. Temperatura otopine se
kontrolira i drzi konstantnom na 35°C. Dobivena emulzija centrifugira se na najmanje 5000 x
g/10 min na temperaturi od 35°C te se dobiju dvije faze. Donja faza je ¢ista otopina Tritona X-

114, a u gornjoj fazi su necistoce. Koncentracija Tritona X-114 u donjoj fazi je oko 10%.

Donja faza se ohladi na +4°C i ¢uva u hladnjaku, a prije ekstrakcije se razrijedi 10x s hladnim
PBS-om [1].

3.2.2 Frakcioniranje proteina prema hidrofobnosti pomoéu Tritona X-114

Za ekstrakciju membranskih i hidrofilnih proteina koristene su THP stanice. Homogeniziraju se s
1 mL Triton lizirajuéeg pufera, kojem se dodaje koktel proteaza inhibitora da se sprijeci
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 ponovi kako bi se dodatno uklonili
solubilni proteini eventualno zaostali u fazi bogatoj detergentom (centrifugira se 3 min na 400 x
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g, 37°C). Gornja, vodena faza se ukloni i spoji s vodenom fazom dobivenom u prvoj separaciji.

Frakcija bogata detergentom resuspendira se s 1,5 mL hladnog PBS-a [13].

3.2.3 Procis¢avanje proteina pomocu 3 kDa centrifugalnih filtera

Za inicijalno procis¢avanje izoliranih proteina koristeni su centrifugalni filteri (Microcon), koji
imaju membranski sustav takav da omogucava prolazak ¢esticama manjima od 3 kDa, a zadrzava
sve Cestice molekularne mase iznad 3 kDa. 1z tog razloga ¢e se proteini, koji se nalaze u
tritonskoj frakciji, zadrzati na membrani, a sam ¢e detergent, ¢ija molekularna masa iznosi 537

Da, pro¢i kroz 3 kDa membranu.

Najprije se Microcon filteri, stavljeni na mikrotubice za centrifugiranje, ispiru procis¢enom
vodom: na filter se nanese 100 ul ultraciste vode, filteri se centrifugiraju 20 min, na 10 000 x g,
(sobna temperatura), medutim potrebno je paziti da membrana ne ostane potpuno suha. VVoda se

odbaci.

Odredi se volumen uzorka (tritonske frakcije), doda se isti volumen acetonitrila i tri puta veci
volumen prociS¢ene vode. Uzorci se zatim pazljivo prebace na isprane Microcon filtere te se
centrifugira 1 h i 40 min (14 000 x g, sobna temperatura). Nakon toga doda se jo§ 500 puL 20%
acetonitrila i ponovno se centrifugira 1 h i 40 min (14 000 x g, sobna temperatura). Microcon
filteri se preokrenu, postave na nove mikrotubice i centrifugiraju 3 min na 1000 x g da bi se
koncentrat proteina prenio u mikrotubicu za sakupljanje. Dobiveni proteini se osuSe na zraku
[13].

3.2.4 TaloZenje proteina

3.24.1 TaloZenje proteina acetonom

Aceton se ohladi na -20°C. Uzorcima (tritonskoj i solubilnoj frakciji) se doda 4 puta veci
volumen hladnog acetona. Vorteksira 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 na zraku
oko 30 minuta [14].

3.24.2 TaloZenje proteina kombinacijom otapala kloroform/metanol/voda

Uzme se alikvot od 100 pL vodene frakcije i isto toliko tritonske frakcije i svaka se zasebno

pomijesa s 400 uL metanola, vorteksira te centrifugira 30 s na 9000 x g. Zatim se doda 200 uL
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kloroforma, vorteksira i centrifugira 30 s na 9000 x g. Sljedece se doda 300 pL vode, snazno se
vorteksiraju uzorci te centrifugiraju 1 min na 9000 x g. Gornja vodena faza se pazljivo odstrani.
Ponovno se doda 300 uL metanola, uzorci se promijesaju i centrifugiraju 2 min na 9000 x g.

Supernatant se odstrani, a skupljeni proteini se ostave susiti na zraku [14].

3.2.4.3  TaloZenje proteina kombinacijom otapala aceton/metanol

Uzme se alikvot od 100 uL 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 na zraku [15].
3.2.5 Otpustanje N-vezanih glikana

3.25.1  Priprema uzorka

Uzme se plo¢ica za sakupljanje uzoraka od 1 mL te se oznaci. U tubice s ekstrahiranim,
osuSenim membranskim proteinima dodaje se 30 puL 1.33% SDS-a te se 10 uL (> 100 ng)
svakog uzorka (glikoproteini) prenese pipetom u jazice. Kod pipetiranja, za svaki uzorak uzima

se novi nastavak za pipetu da bi se izbjegla unakrsna kontaminacija [12].

3.25.2  Denaturacija

U svaki uzorak doda se 30 pL 1,33% SDS-a za denaturaciju proteina te promijesa pipetiranjem.
Na plocicu za sakupljanje uzoraka se stavi ljepljiva folija i ostavi inkubirati 10 min na 65 °C.
Nakon §to je gotova inkubacija, plo€ica se ostavi 30 min na sobnoj temperaturi da se ohladi.
Zatim se doda 10 pL Igepala u svaki uzorak i promijesa. Igepal se dodaje da bi neutralizirao SDS
jer bi u suprotnom SDS denaturirao i PNGazu F koja se dodaje u sljedecem koraku. Plocica s

uzorcima ostavi se na tresilici 15 min [12].

3.2.5.3  Deglikozilacija

Deglikozilacija se provodi pomoc¢u enzima PNGaze F koja specifi¢no otpusta N-vezane glikane.
Prvo se pripremi mjesavina enzima tako da se pomijesa 10 pL 5x PBS-a s 0.5 uL. PNGaze po
uzorku, a zatim se u svaki uzorak dodaje 10.4 pL te mjeSavine. Plocica za sakupljanje uzoraka se

ponovno prekrije ljepljivom folijom i ostavi u inkubatoru na 37°C, 18 sati [12].

14



3.2.6 ObiljeZzavanje glikana

3.2.6.1  Priprema otopine 2-AB-a za obiljezavanje

Otopina za obiljezavanje izradi se po propisu (3.1.4) za zadani broj uzoraka. Prije vaganja, 2-
pikolin boran stavlja se na sobnu temperaturu. Prvo se izra¢unata koli¢ina octene kiseline doda u
odredeni volumen DMSO-a kako bi dobili 30% otopinu. Ta 30% octena kiselina u DMSO se
dodaje 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 i dobro

promijesa [12].

3.2.6.2  Obiljezavanje uzoraka s 2-AB

Otopina za obiljezavanje se prebaci u kadicu za reagense radi lakSeg rukovanja. Svakom uzorku
doda se po 25 pl otopine za obiljezavanje i smjesa se dobro promijesa pipetom. PloCica se
prekrije ljepljivom folijom i 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 [12].
3.2.7 Procis¢avanje obiljezenih glikana

3.2.7.1  Priprema GHP plocice

Najprije se pripremi suspenzija mikrokristalinicne celuloze u vodi (0.1 g/mL). Mikrokristalini¢na
celuloza omogucéava procis¢avanje 2-AB obiljezenih glikana, buduc¢i da se oni zbog svoje
hidrofilnosti vezu za celulozu, dok se razna onecis¢enja, koja mogu biti prisutna u uzorcima,
nece vezati, nego ¢e proci kroz membranu GHP plocice. U svaku jazicu GHP filter ploCice
dodaje se 200 pL suspenzije mikrokristalinicne celuloze. Ispiranje celuloze provodi se
dodavanjem 200 pL ultrapro¢iséene vode (u svaku jazicu GHP plocice, uz resuspendiranje), te se
voda ukloni pomoc¢u vakuum pumpe, pri ¢emu tlak ne smije prelaziti 5 inHg. Ovaj postupak
ispiranja se ponovi pet puta. U sljedetem koraku se provodi uravnotezavanje celuloze
dodavanjem 200 pL hladnog 80% ACN-a. Acetonitril (ACN) mora biti ohladen na 4°C kako
prilikom nanosenja uzoraka ne bi doslo do obiljezavanja same celuloze, koja je takoder Secer po
svome kemijskom sastavu i koja bi kasnije interferirala s kromatografskom analizom. Dodani
ACN ukloni se vakuum pumpom (tlak ne smije biti veéi od 5 inHg) i cijeli postupak se ponovi tri
puta [12].
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3.2.7.2  Prociséavanje N-glikana obiljeZenih 2-AB-om

Svakom uzorku dodaje se po 300 pL hladnog (4°C) 100% ACN, smjesa se dobro promijesa
pipetiranjem i prebaci na GHP filter plocicu, pri ¢emu se dobro resuspendira s
mikrokristalinicnom celulozom pomoc¢u mikropipete, kako bi se osiguralo §to uspjesnije vezanje
glikana na celulozu. Zatim se acetonitril ukloni pomocu vakuuma, pazeéi da tlak ne prijede 5
inHg. Slijedi procis¢avanje uzoraka pomocu 80 % ACN-a, na nacin da se svakom uzorku doda
po 200 uL te se postupak ponovi pet puta. U zadnjem koraku se jo§ jednom dodaje po 200 pL
hladnog 80% ACN u svaku jazicu s uzorkom na GHP ploc¢ici te se acetonitril ukloni
centrifugiranjem 5 min na 1000 rpm [12].

3.2.7.3  Eluacija N-glikana obiljezenih 2-AB-om

Ispod GHP plocice se stavi Cista plocica za sakupljanje uzoraka zapremnine jazica 1 ml te se
oznaci. U svaku jazicu s uzorcima na GHP plocici se doda 100 pL ultraciste vode, resuspendira
pipetiranjem i stavi 15 min na tresilicu. Nakon toga se pomoc¢u vakuuma skupi prva frakcija
eluata u plo¢icu za sakupljanje uzoraka. Zatim se ponovno doda 100 pL ultra Ciste vode,
resuspendira pipetiranjem i stavi 15 min na tresilicu. Nakon zavr$ene inkubacije GHP plocica se
zajedno s plo¢icom za sakupljanje uzoraka centrifugira 5 min na 1000 rpm da se skupi druga
frakcija eluata. Eluat se zatim prenese u PCR plocicu od 300 pL i pohrani na -20°C do daljnje

analize [12].

3.2.8 SDS-PAG elektroforeza

Sastavi se standardna komora za elektroforezu, pri ¢emu stakla za elektroforezu moraju biti Cista,
suha i dobro uc¢vrséena. Najprije se pripremi razdvajajuci gel (12% poliakrilamid) (Tablica 4)
koji se izlije izmedu stakala za elektroforezu, te se na vrh gela odmah doda izopropanol, kako bi
se sprijecio pristup zraku koji usporava polimerizaciju. Razdvajajuéi gel polimerizira u vremenu
od 20 — 30 min, ukloni se izopropanol i povrsina gela se ispere ultra¢istom vodom. Pripremi se
otopina za sabijaju¢i gel (3% poliakrilamid) (Tablica 4) i prenese izmedu stakala za
elektroforezu, a izmedu stakala se odmah umetne i ¢esalj za elektroforezu. Nakon polimerizacije

sabijajuceg gela, Cesalj se ukloni, a nastale jazice se dobro isperu vodom [11].

Uzorci se pripreme na nacin da se 12 pl uzorka pomijesa s 3 pl koncentriranog pufera za uzorak

(5X), inkubiraju na 95°C 5 min, ohlade i tada su spremni za nanoSenje na gel. Stalak s gelom
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prebaci se u uredaj za izvodenje clektroforeze te se unutarnja kadica napuni puferom za
elektroforezu. Po 15 ul uzorka nanese se na gel, vanjska kadica se takoder napuni puferom za
elektroforezu te se na uredaj prikljuce elektrode i pokrene se elektroforeza: 30 min pri naponu od
80 V te 1 h pri naponu od 200 V. Nakon provedene elektroforeze, gel je obojan Gel Mate Blue
bojom.

3.2.9 Analiza glikana HILIC tehnikom

Dobiveni glikani analizirani su tekuc¢inskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti
temeljenom na hidrofilnim interakcijama (1.3). Uzorci za analizu pripremljeni su na nacin da je 9
pl eluiranih glikana pomijesano s 21 ul acetonitrila. Razdvajanje N-glikana je provedeno na
Acquity UPLC BEH Glycan koloni. Temperatura kolone iznosila je 25 °C te je koristen
gradijentni protok otapala (Tablica 7). Kao otapalo A koristen je 100 mM amonijev formijat, a
kao otapalo B acetonitril. Razdvajanje je provedeno tijekom 35 min, a glikani su detektirani
fluorescentinim detektorom s valnim duljinama ekscitacije i emisije za 2-AB koje iznose 250
odnosno 428 nm [12].

Tablica 7: Omjer otapala koristenih za gradijentni protok u analizi glikana tekucinskom kromatografijom
visoke djelotvornosti

Vrijeme (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
0.00 30 70
24.81 47 53
25.50 70 30
32.50 30 70
35.00 30 70
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4. REZULTATI

U postupku izolacije membranskih proteina u radu su koristene THP stanice u koli¢ini 10 i
4x10° stanica. Proveden je postupak ekstrakcije membranskih i hidrofilnih proteina s Tritonom
X-114 (3.2.2). Nakon tocke zamucenja dobiju se dvije faze, gornja frakcija sadrzi hidrofilne
proteine topljive u vodi, dok donja faza sadrzi Triton X-144 u obliku micela s hidrofobnim
membranskim proteinima. U daljnjem koraku pristupilo se pro¢is¢avanju i precipitaciji proteina
iz donje tritonske frakcije od detergenta pomocu spin filtera (3.2.3). Dobiveni proteini se u
sljede¢em koraku deglikoziliraju (3.2.5.3), a 2-AB obiljezeni N-glikani izoliraju (3.2.7) te
analiziraju UPLC-om (3.2.9) (Slika 3).
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Slika 3: Kromatogram N-glikana dobivenih procis¢avanjem i precipitacijom proteina spin filterima iz uzoraka
(alikvot od 100 i) s razlicitom kolicinom THP stanica
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Dobiveni intenziteti su malo iznad razine Sumova iz ¢ega proizlazi da je dobivena koncentracija
N-glikana, a time i proteina premala za pouzdanu interpretaciju. Bez obzira na male povrSine
pikova ipak se vidi razlika u intenzitetu pika kod razli¢itih koncentracija stanica. Metoda ima
potencijala, jer su proteini uspje$no procis¢eni od detergenta, medutim za pouzdanije rezultate
potrebne su vece koncentracije proteina. Iz tog razloga sljedeca koristena metoda je metoda
precipitacije proteina s acetonom (3.2.4.1). Pretpostavka je bila da ¢e ta metoda rezultirati ve¢im

prinosom hidrofobnih proteina.

U ovoj metodi (3.2.4.1) takoder su koristene THP stanice (10’ i 4x10°). Nakon provedenih
metoda 3.2.5-3.2.7 izolirani N-glikani su analizirani UPLC-om (3.2.9). Dobiveni kromatogram
pokazuje da metoda precipitacije proteina s acetonom zaista daje bolji, zadovoljavajuci prinos
proteina. Na kromatogramu je prikazana usporedba kromatografskih pikova proteina, odnosno
N-glikana iz tritonske faze i istih iz solubilne faze. Vidljiva je razlika u povrSinama, ali i
poloZaju 1 u€estalosti pikova §to nam govori o razli¢itom stupnju glikozilacije, ali i samom broju
glikoziliranih proteina (Slika 4). Dobiveni kromatogrami odgovaraju i teorijskoj podlozi kako su
glikani membranskih proteina razgranatije strukture od glikana na proteinima u solubilnoj

frakciji.
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Slika 4: Kromatogram N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina acetonom (zeleno) i usporedba s
N-glikanima solubilnih proteina (crveno).

U sljede¢em koraku provedena je precipitacija proteina pomocu razli¢itih kombinacija organskih
otapala. Metoda je izvedena dva puta. U prvom pokusaju je propis 3.2.2 malo modificiran.
Nakon prvog centrifugiranja uzorka i pojave supernatanta, isti je prebaCen u tubicu za
centrifugiranje u kojoj je bilo 100 uL otopine sukroze. Njezina uloga je fizi¢ki odvojiti tritonsku
i vodenu fazu. Koristene su tri razliite kombinacije organskih otapala (aceton (3.2.4.1),
kloroform/metanol/voda (3.2.4.2) i aceton/metanol (3.2.4.3)) s ciljem da se postignu jo$ bolji
rezultati. Svaka metoda radena je s razli¢itim kombinacijama od tri moguca broja THP stanica
(4x10°%, 10" i 2.4x10%). Izolacijom N-glikana (3.2.5-3.2.7.3) i analizom s UPLC-om (3.2.9)
dobiven je kromatogram na kojem se moze uociti da kombinacija kloroform/metanol, u

usporedbi s hidrofilnim proteinima, daje najveci prinos N-glikana (Slika 5).
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Slika 5: Kromatogram N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina organskim otapalom
koroform/metanol (ljubicasto) i usporedba s N-glikanima solubilnih proteina (zeleno).

Drugi put THP stanice bile su tretirane na isti na¢in, medutim jedina je razlika to $to je postupak
ponovljen bez dodatka sukroze. Rezultati kromatografije nisu odstupali od prethodnih, Stovise
pokazalo se da razdvajanje frakcija bez sukroze daje vrlo zadovoljavacuje koli¢ine proteina. Ako
se usporede kromatogrami razli¢itih kombinacija organskih otapala moze se primjetiti da i1 dalje
kombinacija otapala kloroform/metanol daje najveéi prinos proteina, odnosno N-glikana, ali i

kromatogram najbolje razlucivosti (Slika 6).
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Slika 6: Kromatogrami N-glikana otpustenih s membranskih proteina THP stanica nakon razlicitih metoda
precipitacije proteina: aceton (plavo), kloroform/metanol (zeleno), aceton/metanol (crveno)

Bitno je uociti da bez obzira na prinos proteina, sve tri kombinacije otapala daju kromatogram
jednakog glikanskog profila. Ta ¢injenica je vazna jer nam potvrduje da je glikanski profil
dosljedan. Nadalje, usporedeni su kromatografski pikovi N-glikana Kkoji su izolirani
kombinacijom otapala kloroform/metanol, ali s razlicitom pocetnom koli¢inom THP stanica (10°,
4x10°, 10, 2.4x107). Jasno se vidi da je s poveéanjem broja stanica veci prinos N-glikana (Slika
7).
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Slika 7: Kromatogrami N-glikana dobivenih precipitacijom membranskih proteina kombinacijom organskih otapala
koloroform/metanol s razlicitom pocetnom kolicinom stanica (10° stanica - crveno, 4 x 10° stanica - zeleno, 10’
stanica - plavo, 2.4 x 10’ stanica - ruZicasto).

Usporedbom kromatograma N-glikana otpustenih s proteina iz tritonske i solubilne frakcije
(Slika 8), vidi se da su u tritonskoj frakciji prisutni glikoproteini s kompleksnijim glikanskim
strukturama (dovrSeni glikoproteini), dok u solubilnoj fazi ima viSe proteina sa strukturno

jednostavnijim N-vezanim glikanima.
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Slika 8: Usporedba kromatograma N-glikana otpustenih s proteina iz tritonske faze (membranski proteini, crveno) i
solubilne faze (zeleno) dobivenih precipitacijom pomocu kloroform/metanola

Kako bi se dobio uvid u uspjeSnost izolacije proteina i njihovog procis¢avanja od suviska
detergenta (koji bi utjecao na uspjesnost elektroforetskog razdvajanja i posljediénu analizu)
provedena je SDS-PAG elektroforeza. Naneseni su uzorci i tritonske i solubilne faze dobiveni iz
razli¢itih koli¢ina stanica precipitacijom s organskim otapalima (Slika 9). Moze se primijetiti da
veca koliCina stanica daje viSe proteina Sto je u pravilu poprac¢eno vec¢im intenzitetom odijeljenih
vrpci. Kad se usporede tritonska i solubilna faza istog uzorka, solubilna faza ima veci intenzitet
Vrpci, tj. vise proteina Sto je i pretpostavka buduci da u citoplazmi ima vise proteina nego §to ih

ima na membrani.
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Tablica 8: Raspored uzoraka nanesenih na gel za elektroforezu s vrstom frakcije, metodom
precipitacije i Kolicinom stanica (T-tritonska frakcija, S-solubilna frakcija, AC-aceton, A/M-aceton/metanol,

K/M-kloroform/metanol)

br.uzorka frakcija metoda precipitacije kolicina stanica

1 proteinski marker - -

2 T AC 10°
3 AC 10°
4 T AM 10’
5 S AM 10’
6 T K/M 10’
7 S K/IM 10’
8 T A/M 10’
9 T A/M 10’
10 T K/IM 4x10°
11 T K/IM 4x10°
12 T AC 10’

%‘ﬁ
ki

b
Wy

Slika 9: Gel elektroforeza proteina dobivenih precipitacijom organskim otapalima (Raspored uzoraka definiran

je u Tablica 8)
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5. RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio optimirati metodu kojom ¢e se izolirati isklju¢ivo membranski proteini
stanica te analizirati njihov glikozilacijski profil. Istrazivanje je provedeno na THP stanicama
primjenom metode izolacije membranskih proteina pomoc¢u Tritona X-114 (1.3, 3.2.2), a za
razdvajanje i detekciju glikana upotrijebljena je HILIC-UPLC metoda (1.3). Ovaj pristup bilo
je potrebno optimirati jer mnoge metode glikozilacije stani¢nih proteina zapravo ne daju
reproducibilne i smislene rezultate. One Cesto ukljucuju i izolirane solubilne proteine koji se
jo$ mogu nalaziti u procesu glikozilacije. Da bi se uopée moglo pristupiti otpustanju N-
vezanih glikana i njihovoj analizi, prethodno je bilo potrebno izolirane glikoproteine procistiti
od suviSka detergenta. ProciS¢avanje je vazno zbog kasnije analize glikozilacije HILIC-
UPLCom. Takoder, prije stavljanja uzoraka na kolonu treba ih ispirati acetonitrilom i vodom
da bi se rijesili suviska boje (2-AB). U svrhu proc¢is¢avanja od detergenta isprobano je vise
metoda kako bi se ustanovilo koja od njih daje najveéi prinos Cistih proteina te kromatograme

vecih intenziteta pikova i bolje razlucivosti.

Prva je bila ispitana metoda s 3 kDa centrifugalnim filterima (3.2.3). Tom metodom su
proteini relativno dobro procisé¢eni od detergenta, medutim u samom postupku uzimaju se
male koli¢ine uzorka te je zbog toga prinos proteina vrlo malen. Nadalje, intenziteti
kromatografskih pikova su malo iznad razine Sumova (Slika 3) iz ¢ega se ne moze donijeti
nedvojbeni zakljucak o glikozilaciji prisutnih proteina. Stoga, da bi se dobili bolji 1 pouzdaniji
rezultati, izolirane membranske proteine potrebno je ukoncentrirati, §to je pokuSano S

razli¢itim kombinacijama organskih otapala.

U prvotnom pokusaju precipitacije izoliranih proteina s acetonom (3.2.4.1) dobiveni su nesto
veéi intenziteti pikova, medutim uzeti su jednako mali alikvoti uzorka te dobiveni

kromatogrami jo$ uvijek nisu mjerodavni.

Sljedece se pristupilo precipitaciji s acetonom (3.2.4.1) i kombinacijom organskih otapala
(aceton/metanol (3.2.4.3) i kloroform/metanol (3.2.4.2)), ali cijele tritonske i solubilne
frakcije, te je ta metoda pokazala najvise potencijala. Na kromatogramima se vide pikovi
zadovoljavajucih intenziteta (viSestruko intenzivniji od prethodnih) na temelju kojih bi se

mogli donijeti zakljucci o glikanskom profilu ispitivanih glikoproteina, a SDS-PAGE je
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pokazao da su proteini dobro proc¢isceni od tritona (Slika 9). Izmedu navedenih kombinacija
organskih otapala, metoda s kombinacijom kloroform/metanol ipak se izdvaja kao

ucinkovitija od ostalih (Slika 6).

Sve metode pokazale su dosljednost glikanskog profila S§to se vidi preklapanjem
kromatograma razli¢itih pocetnih koli¢ina uzorka (Slika 7) te razli¢itih metoda precipitacije
(Slika 6). Spomenuta Cinjenica je vazna jer ukazuje na istovjetnost rezultata. Takoder, jasno
se vidi da na intenzitet pikova ima utjecaj koli¢ina stanica uzetih u analizu (Slika 7). Sto je
vec¢i broj stanica, veéi je prinos proteina (time i N-glikana), a to rezultira intenzivnijim

kromatografskim pikovima.

Metodom u kojoj se kombiniraju organska otapala postignuto je dobro procis¢avanje od
suviska detergenta i zadovoljavajuci prinos samih proteina te se moze reci da kao takva ima
potencijala za Siru primjenu. Medutim, ta metoda je primijenjena i pokazala se ucinkovita
samo na THP stanicama pa bi svakako trebalo ispitati njezinu primijenjivost (s jednakom
pouzdanos$c¢u) na druge stanice. Takoder, primije¢eno je da intenzitet pikova ovisi o0 broju
stanica, no moguce je da bi i neki drugi parametri, Koji u ovom radu nisu promatrani, mogli

takoder imati utjecaja.
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6. ZAKLJUCCI

Ispitivanjem na THP stanicama optimirana je metoda koja ukljucuje upotrebu Tritona X-114,
a koja za cilj ima izolaciju isklju¢ivo membranskih proteina kako bi se mogla analizirati

njihova glikozilacija. Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjenom Tritona X-114 moguce je uspjesno izolirati membranske proteine te ih
odvojiti od solubilnih, a izolirane proteine je od suviska detergenta moguée procistiti

kombinacijama organskih otapala.

2. U procis¢avanju proteina od suviska detergenta najboljom se pokazala kombinacija
otapala kloroform/metanol. Ona je u konacnici rezultirala najboljim prinosom glikana

te kromatogramima najbolje razlucivosti.

3. Ponavljanim otpustanjima N-glikana s glikoproteina proc¢is¢enih navedenom metodom
i njihovom analizom pomo¢u HILIC-UPLC dobiveni su kromatogrami jednakih
glikanskih profila $to upucuje na njihovu dosljednost i ponovljivost metode. Ovi

kromatogrami se kao takvi mogu Koristiti za analizu prisutnih glikana.

4. Intenzitet pikova ovisi o koli¢ini stanica uzetih u analizu. Postoji proporcionalna
ovisnost inteziteta kromatografskih pikova o broju stanica, odnosno sto je vise stanica,

vi$e je izoliranih membranskih proteina te time i veca koli¢ina N-vezanih glikana.
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9. SAZETAK

Nina Fekonja i Helena Gori¢anec

Izolacija membranskih proteina pomocu Tritona X-114 u svrhu analize njihove N-
glikozilacije

Glikozilacija membranskih proteina vazna je za mnoge njihove funkcije, kako medustani¢no
prepoznavanje, tako i interakcije pojedinih molekula s receptorima na stani¢noj povrSini.
Kako bi se bolje razumjeli ovi procesi u mnogim fizioloskim 1 patofizioloSkim stanjima,
vazno je posjedovati pouzdanu analiticku metodu koja bi omogucdila istrazivanje glikozilacije
membranskih proteina. Dosadasnje metode izolacije i analize glikozilacije ovih proteina
pokazale su se nedovoljno reproducibilnima zbog prisustva unutarstani¢nih proteina koji ¢esto
nose nedovrsSene glikanske strukture. Stoga je cilj ovog rada bio optimirati metodu izolacije
isklju¢ivo membranskih proteina pomoc¢u detergenta Triton X-114 te analizirati njihovu N-
glikozilaciju teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti koja se bazira na
hidrofilnim interakcijama. U tu svrhu koriStene su stanice iz THP stani¢ne linije. Kljucni
korak bio je prociS¢avanje izoliranih proteina od suviska detergenta te je isprobano nekoliko
metoda kako bi se ustanovilo koja od njih daje najbolje rezultate. lzolirani membranski
proteini proc¢is¢avani su pomoc¢u 3 kDa centrifugalnih filtera (koji propustaju male Cestice
detergenta, a zadrzavaju proteinske molekule) ili upotrebom razlicitih organskih otapala koja
su precipitirala proteine. Organska otapala koja su bila koristena su aceton, kombinacija
aceton/metanol i kloroform/metanol.

Rezultati koji su dobiveni nakon proc¢is¢avanja pomocu spin-filtera nisu bili zadovoljavajuci
jer, iako je uzorak bio prociS¢en od detergenta, intenziteti pikova na kromatogramu
glikozilacijskog profila bili su praktic¢ki u razini Suma samog instrumenta. Kao takvi ne mogu
se koristiti za pouzdanu interpretaciju. Bolje rezultate pokazale su metode s organskim
otapalima. One su dale jaCe intenzitete pikova i kromatograme bolje razlu¢ivosti. Ovaj pristup
pokazao je dobru ponovljivost te da je koli¢ina stanica uzetih u analizu u konacnici

proporcionalna intenzitetu kromatografskih pikova.
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Ovim radom dizajnirana je metoda izolacije membranskih proteina te analize njihove N-
glikozilacije. Postojanje ove metode vazno je u studiranju razumijevanja mnogih fizioloskih 1

patofiziloskih procesa u organizmu u kojima stani¢na glikozilacija igra vaznu ulogu.

Kljuéne rijec¢i: N-glikani, membranski proteini, Triton X-114, precipitacija otapalima,
HILIC-UPLC
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10. SUMMARY
Nina Fekonja i Helena Goricanec

Isolation of Membrane Proteins with Triton X-114 in Order to Analyze Their N-

glycosylation

Glycosylation of membrane protein is important for many of their functions, for the
intracellular recognition, and the interactions of molecules with receptors on the cell surface.
In order to better understanding these processes in many physiological and pathophysiological
conditions, it is important to have reliable analytical method that would enable the study of
membrane protein glycosylation. Previous methods of isolation and analysis of membrane
proteins glycosylation have not shown reproducible results because of the inracellular proteins
presence, which often carry incomplete glycan structures. Therefore, the aim of this study was
to optimize the method of isolation of membrane proteins only with detergent Triton X-114
and analyze their N-glycosylation with HILIC-UPLC which is based on hydrophilic
interactions. For this purpose used cells are taken from the THP cell line. A key step was the
purification of isolated proteins from excess of detergent, therefore several methods were
tested to determine which one gives the best results. The isolated membrane proteins were
purified by using the 3 kDa centrifugal filter (leaks small particles of detergent, and retains
the protein molecule), or by using different organic solvents which precipitated proteins.
Organic solvents which have been used are acetone, combinations of acetone/methanol and
chloroform/methanol.

The results obtained after purification by spin-filters have not been satisfactory because,
although the sample was purified from detergent, intensities of peaks in the chromatogram of
glycosylation profiles were very alike to the noise level of the instrument. Therefore, they can
not be used for reliable interpretation. Methods with organic solvents have shown better
results. Their analysis gave a stronger intensities of peaks and chromatograms with better
resolution. It shows that the amount of cells taken in the analysis affects the intensity of the
chromatographic peaks.

This project has designed a method of isolation of membrane proteins and analysis of their N-

glycosylation. The existence of these methods is important to understand many physiological
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and pathophysiological processes in the body where cellular glycosylation plays an important
role.

Key words: N-glycans, membrane proteins, Triton X-114, precipitating solvents, HILIC-
UPLC
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