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1. UVOD
1.1. GLIKOZILACIJA I GLIKOPROTEINI
Glikozilacija je složen, visokospecifičan i strogo reguliran kotranslacijski proces kovalentnog vezanja složenih šećernih struktura na proteine i lipide. Promjene glikozilacije mogu uvelike utjecati na funkciju proteina, imaju važnu ulogu u brojnim fiziološkim procesima kao što su stanično prepoznavanje, regulacija ekspresije gena, usmjeravanje proteina unutar stanice, a promijenjena glikozilacija proteina primijećena je u mnogim patološkim stanjima [1]. Glikani na proteine mogu biti vezani na dva osnovna načina, N-glikozilacijom i O-glikozilacijom [2]. N-vezani glikani nastaju stvaranjem N-glikozidne veze između N-acetilglukozamina i aminokiselinskog ostataka asparagina u proteinu, dok se O-vezani glikani vežu O-glikozidnom vezom najčešće na serin ili treonin preko N-acetilgalaktozamina, ili mnogo rjeđe N-acetilglukozamina, manoze ili fukoze. 

N-vezani glikani započinju s N-acetilglukozaminom povezanim s asparaginom te imaju glikansku jezgru sačinjenu od pet manoznih jedinica. Dalje se mogu razlikovati u grananju tako da čine oligomanozne, kompleksne ili hibridne tipove glikana. Oligomanozni tipovi imaju dvije do šest dodatnih manoza, dok kompleksni tipovi sadrže dvije ili više grana s barem jednim N-acetilglukozaminom i galaktozom te često s jednom sijalinskom kiselinom na svakoj grani. Hibridni je tip glikana mješavina između druga dva tipa – sadrži jednu granu kompleksne strukture te jednu ili više oligomanoznih grana [3]. 

Glikani mogu biti prisutni na istoj molekuli u niz različitih strukturnih varijanti što rezultira različitim glikoformama iste molekule. Smatra se da te razlike reflektiraju originalno porijeklo molekule i govore o fiziološkom i biokemijskom stanju organizma u trenutku njenog otpuštanja pa je analitika glikana u patološkim stanjima važna i za razumijevanje patofizioloških osnova mnogih bolesti.

Važna značajka glikoproteina upravo je u heterogenosti glikanskih jedinica među molekulama. Ona može biti od male do značajne te se očitovati u povećanoj razgranatosti ili gubitku pojedinih šećera s jedne grane glikana, prisustvu ili odsustvu pojedinog šećera kao što je sijalinska kiselina, fukoza, N-acetilglukozamin ili pak u promjeni veze između šećera [3].


Promjene glikozilacije mnogih serumskih proteina primijećene su u mnogim upalnim bolestima [4]. Većina ovih promjena istraživana je u kroničnim upalnim bolestima [5, 6], a najviše proučavani proteini su (1-kiseli glikoprotein [7, 8], imunoglobulin G (IgG) [9] i nešto manje haptoglobin [10, 11]. Promjene razgranatosti, sijalinizacije i fukozilacije najčešće su pronađene promjene [8, 12]. Smanjena galaktozilacija IgG u reumatoidnom artritisu opisana je u mnogim radovima [13], a fukozilacija (1-kiselog glikoproteina dovedena je u korelaciju s progresijom i prognozom karcinoma [14]. 

Ponašanje glikozilacije serumskih proteina u čovjeka tijekom akutnog upalnog odgovora slabo je istraženo, a radovi koji su pratili promjene tijekom rane faze akutnog upalnog odgovora u sepsi i pankreatitisu te na životinjskim modelima ukazuju na brze promjene glikanskih struktura u ranoj fazi upalnog odgovora, s posebnim naglaskom na promjene sijalinizacije i fukozilacije serumskih glikoproteina. 

Uslijed velike složenosti glikanskih struktura i nedostatka prikladnih analitičkih metoda, do nedavno je analiza glikana bila ograničena na vrlo malo informacija te mali broj uzoraka. Nedavnim razvojem visokotlačne tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti koja se zasniva na hidrofilnim interakcijama, a kojom se analiziraju fluorescentno obilježeni glikani, moguće je provesti detaljnu kvantitativnu analizu glikankih struktura prisutnih u uzorku u relativno kratkom vremenu. Ova metoda, u svom najsuvremenijem obliku korištena je i u ovome radu.

1.2. AKUTNI PANKREATITIS

Akutni pankretitis je upala gušterače klinički karakterizirana bolom u trbuhu i povišenim vrijednostima enzima gušterače u krvi i/ili mokraći koju mogu izazvati brojni čimbenici [15]. Najčešće su to žučni kamenci i alkoholizam, a znatno rijeđe hiperlipidemija, hiperkalcijemija, virusne infekcije, ishemija. Način kojim ti čimbenici aktiviraju enzime u tkivu pankreasa još nije razjašnjen, no vjerojatno se radi o različitim mehanizmima koji početno aktiviraju malu količinu tripsina, koji zatim aktivira ostale proteolitičke enzime i fosfolipazu. Aktivirani proteolitički enzimi razaraju bjelančevine tkiva pankreasa, elastaza oštećuje vezivo krvnih žila, a fosfolipaza oslobađa lizolecitin koji lizira stanične membrane [16-18]. Oslobođene lipaze razlažu trigliceride i oslobađaju masne kiseline. Raspadni proizvodi samorazgradnje privlače leukocite, pa se razvija upalna reakcija. Proteaze aktiviraju kalikrein, komplement, koagulacijske čimbenike i plazmin s odgovarajućim lokalnim i sustavnim učincima (edem, vazodilatacija, upalna reakcija, krvarenja). Oštećeno tkivo gušterače aktivira makrofage i granulocite koji otpuštaju proinflamatorne citokine, metabolite arahidonske kiseline, proteolitičke i lipolitičke enzime te reaktivne metabolite kisika. Ove tvari također djeluju na mikrocirkulaciju pankreasa i povećavaju propusnost žila, induciraju trombozu i krvarenje te uzrokuju nekrozu tkiva gušterače.

Kod bolesnika s blagim i umjerenim akutnim pankreatitisom bolest je samoograničavajuća i žlijezda se vraća u normalno histološko i funkcionalno stanje nakon kratkog vremena, dok kod težih bolesnika s hemoragičnim i nekrotizirajućim pankreatitisom može doći do razvoja lokalnih i sistemskih komplikacija [19]. Neki bolesnici s jačim oštećenjem gušterače, zbog prevladavanja proinflamatornih faktora, razvijaju sindrom sistemskog upalnog odgovora (SIRS) što može dovesti do sistemskih komplikacija koje uključuju akutni respiratorni distres sindrom (ARDS), zatajenje bubrega, šok i poremećaj funkcije miokarda [20, 21].

Budući da je klinička prezentacija pankreatitisa nespecifična, uvijek je potrebno zajedno razmatrati kliničke, laboratorijske i radiološke (slikovne) nalaze kako bi se postavila dijagnoza. Postoji niz biokemijskih testova koji se u laboratorijskoj dijagnostici upotrebljavaju za dijagnozu pankreatitisa. Oni se mogu podijeliti na određivanje koncentracije enzima gušterače u serumu i mokraći (amilaza, serumska lipaza, drugi enzimi gušterače) i na imunološke, nespecifične biljege upale (IL-6, IL-8, IL-10, TNF, CRP...). Serumska amilaza je najčešće upotrebljavan test, ali nažalost nedovoljno specifičan.

. 

1.3. TRANSFERIN KAO GLIKOPROTEIN


Transferin je serumski glikoprotein čija je glavna uloga prijenos željeza [22]. Referentne vrijednosti koncentracije transferina u serumu čovjeka su 1940 – 3420 mg/L. Negativni je protein akutne faze, što znači da mu koncentracija pada u odgovoru na akutnu upalu [3]. Snižene koncentracije se mogu naći i u slučaju smanjene sinteze, pojačanog katabolizma ili pak gubitka kod bolesti jetre, kronične infekcije, malnutricije, enteropatije s gubitkom proteina, nefrotskog sindroma, traume i bilo koje druge teške bolesti. Povišene vrijednosti se javljaju kod  pojačane sinteze uslijed nedostatka željeza, trudnoće te uzimanja oralnih kontraceptiva. Vrijeme poluživota transferina je 16 sati [23]. 

Građen je od jednog polipeptidnog lanca koji se sastoji od 679 aminokiselina i ima  dvije N-vezane glikanske strukture na asparaginima 413 i 611. Njegove glikanske strukture mogu biti biantenarne ili triantenarne i svaka završava sijalinskom kiselinom. U normalnom serumu 85% transferina je glikozilirano s dvije jednostavne biantenarne strukture koje završavaju α-2,6 vezanim sijalinskim kiselinama. Ostalih 15% je pentasijalinizirano ili trisijalinizirano, dok je udio manje sijaliniziranog transferina zanemariv [24]. To se može objasniti uklanjanjem premalo sijaliziranog transferina iz cirkulacije pomoću asijaloglikoproteinskog receptora. Sijalinizacija transferina čini se važnom za njegovu funkciju [25]  jer neke studije govore o utjecaju desijalinizacije transferina na unos željeza u jetru [26, 27]  te na vrijeme poluživota proteina [27].

Promjene u grananju ili sijalinizaciji transferina su primijećene u mnogim malignim i nasljednim bolestima [28], alkoholizmu [29] i upalnim procesima [30]. Transferin promijenjene sijalinizacije ukazuje na poremećaj u nekom od koraka glikozilacijskog puta (nedostatak enzima, supstrata) i danas je u upotrebi kod dijagnostike kroničnog konzumiranja alkohola i kongentalnih poremećaja glikozilacije (CDG – eng. congenital disorders of glycosylation) [28].

1.4. GLIKOZILACIJA SERUMSKIH PROTEINA I TRANSFERINA U AKUTNOM PANKREATITISU

1.4.1. Sijalinizacija transferina

Istraživanja su pokazala da ne postoji razlika u sijalinizaciji transferina pacijenata s akutnim pankreatitisom u vrijeme primitka u bolnicu i zdravih ljudi. Također je dokazano da ne postoji korelacija između sijalinizacije transferina sa starosti i spolom. Isto se tako pokazalo da se pacijenti koji će razviti lakši ili teži oblik bolesti ne razlikuju u sijalinizaciji transferina pri primitku u bolnicu [31].

Međutim, jedan dan nakon primitka u bolnicu dolazi do nagle desijalinizacije transferina koja se razlikuje s obzirom na težinu akutnog pankreatitisa. S obzirom na to da se smanjenje sijalinizacije odvija naglo unutar prvih 24 sata, a transferin ima dug poluživot, smatra se da je razlog desijalinizacije ili u pojačanoj aktivnosti neuraminidaze ili u pojačanom uklanjanju više sijaliniziranog transferina. Sijalinizacija se normalizira u sljedećih nekoliko dana. Bitno je naglasiti da desijalinizacija transferina prati intenzitet upalnog odgovora i može predvidjeti njegov ishod [3].

1.4.2. Sijalinizacija ukupnih serumskih proteina

Isto kao kod transferina, sijalinizacija ukupnih serumskih proteina ne razlikuje se s obzirom na dob, spol ili težinu bolesti kod pacijenata koji su tek primljeni u bolnicu. No, za razliku od transferina, sijalinizacija ukupnih serumskih proteina se značajno povećava tijekom prvih 24 sata te dalje raste tijekom sljedeća četiri dana, nakon čega tri dana ostaje otprilike ista. Intenzitet sijalinizacije serumskih proteina tijekom prva četiri dana također prati intenzitet upalnog odgovora i može predvidjeti njegov ishod [3].

2. HIPOTEZA

Ponašanje glikozilacije serumskih proteina u čovjeka tijekom akutnog upalnog odgovora slabo je istraženo, no pojedini radovi pokazuju da su glikanske strukture jako osjetljive na patofiziološke promjene u organizmu. U mnogim se bolestima mijenja sastav glikana i smatra se da serumski glikoproteini dobro odražavaju procese koji su se odvijali unutar stanice u trenutku njihove sinteze. Stoga bi razvoj jednostavnih dijagnostičkih metoda za analizu glikana pružio zanimljive mogućnosti dijagnoze, prognoze i praćenja bolesti, ali također ponudio terapijske mete za razvoj suvremenih lijekova.

Iako je upalni odgovor jedinstven homeostatski mehanizam, razlike u obrascu sinteze medijatora upale i akutnom upalnom odgovoru prisutne su u različitim patofiziološkim stanjima ovisno o prirodi i mjestu upalnog podražaja. S obzirom na to, u svrhu boljeg razumijevanja glikanskih promjena u ranom tijeku akutnog upalnog odgovora, u ovom radu će se analizirati promjena glikanskih struktura prisutnih na ukupnim serumskim proteinima i transferinu u akutnom pankreatitisu tijekom prva dva dana bolesti. 
Ciljevi rada:

· Odrediti N-vezane glikanske strukture prisutne na proteinima seruma koje se mijenjaju u ranom tijeku akutnog pankreatitisa.

· Iz uzoraka seruma pacijenata s akutnim pankreatitisom pročistiti transferin imunoprecipitacijom.

· Odrediti N-vezane glikanske strukture prisutne na transferinu koje se mijenjaju u ranom tijeku akutnog pankreatitisa.
3. MATERIJALI, ISPITANICI I METODE 

3.1.  MATERIJALI

3.1.1. Soli, kiseline i lužine
	Amonij-persulfat
	Sigma-Aldrich

	EDTA (Etilendiamintetraoctena kiselina)
	Invitrogen

	Etanol
	Merck

	Formijatna kiselina
	Merck

	Klorovodična kiselina
	Kemika

	Natrij-acetat, bezvodni
	Sigma-Aldrich

	Natrij-azid
	Sigma-Aldrich

	Natrij-cijanoborhidrid
	Sigma-Aldrich

	Natrij-hidrogenkarbonat
	Merck

	Natrij-klorid
	Sigma-Aldrich

	Ledena octena kiselina
	Medikemija


3.1.2. Organske kemikalije
	Acetonitril
	J. T. Baker

	Akrilamid mix
	Sigma

	Antranilamid
	Sigma-Aldrich

	DMSO (Dimetil-sulfoksid)
	Sigma

	DTT (Ditiotreitol)
	Sigma

	Glicerol
	Kemika

	Glicin
	Sigma-Aldrich

	Izopropanol
	Sigma-Aldrich

	Jodoacetamid
	Sigma

	Metanol
	Kemika

	SDS (Natrij-dodecilsulfat)
	Sigma-Aldrich

	Sefaroza (aktivirana cijanogen-bromidom)
	Sigma-Aldrich

	TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin)
	Sigma-Aldrich

	Tris[hidroksimetil]aminometan (Trizma base)
	Sigma-Aldrich

	Tween 20 (polioksietilensorbitan)
	Sigma-Aldrich

	β-merkaptoetanol
	Merck

	Bromfenol plavo
	Serva

	Coomassie brillant blue R-250
	Sigma-Aldrich


3.1.3. Biološki materijal
	Kozje monoklonsko protutijelo razvijeno naspram ljudskog transferina, koncentracije 21mg/ml
	Sigma-Aldrich

	PNGazaF 1U/400µl
	Prozyme

	Transferin 1µg/µl
	Wako


3.1.4. Pribor
	Crijeva za dijalizu
	Pierce

	Kolone za jednokratnu uporabu, polistiren + porozni diskovi, polistiren + čepovi
	Pierce

	Kromatografski papir
	Whatman

	Mikropločica ravnog dna, propilen, 96 bazenčića
	Whatman

	Pločice za sakupljanje uzoraka, polipropilen, 2 ml, 96 bazenčića
	Waters

	Filter pločice za precipitaciju proteina, polipropilen, 2 ml, 96 bazenčića
	Whatman


3.1.5. Otopine i puferi
	1mM HCl
	

	10xTBS (eng. Tris-buffered saline, Tris[hidroksimetil]aminometanom puferirana fiziološka otopina)
	50% Tris/HCl, 1M, pH=7.5

30% NaCl, 5M

	TBS
	10%  10xTBS-a

	TBST
	0.1%-tni  Tween u TBS-u

	1M Tris/HCl, pH=7.5
	

	Spajajući pufer, pH=8.5 
	0.2 M natrij-hidrogenkarbonat

0.5 M natrij-klorid

	Blokirajući pufer, pH=8.0
	0.2M glicin

	Pufer za ispiranje, pH=4.0
	0,1 M natrij-acetat

0,5M natrij-klorid

	Otopina za čuvanje
	0.02% -tni natrij-azid u TBS-u

	Otopina za ispiranje, pH=2.5
	0.3M glicin

0.15M natrij-klorid

HCl

	1M Tris/HCl, pH=8.8
	

	Bikarbonatna otopina za kuhanje crijeva
	2%-tni natrij-hidrogenkabonat

1mM EDTA

	10x koncentrirani pufer za SDS-PAGE
	1.9 M glicin

0.25 M Tris

0.035 M SDS

	3x koncentrirani pufer za uzorak/HCl,   pH= 6.8 
	10% glicerola

0.08 M SDS

0.063 M Tris

0.00075 M bromfenol plavo

70% destilirane vode

1.7% β-merkaptoetanola

	10%-tni amonij-persulfat
	

	10%-tni SDS
	

	Coomassie bojilo
	0.003 M Coomassie brilliant blue R-250

45% metanola

10% ledene octene kiseline

	Coomassie odbojivač
	10% koncentrirane octene kiseline

20% metanola

	1M Tris/ HCl, pH= 6.8
	

	0.5M Tris/HCl, pH=6.6
	

	Pufer za uzorke
	10%-tni SDS

0.5M Tris/HCl, pH=6.6

	0.5M DTT
	

	10 mM jodoacetamid
	

	Pufer za gel
	1.5M Tris/HCl, pH=8.8

	20 mM natrij-hidrogenkarbonat/HCl, pH=7.0
	

	1%-tna formijatna kiselina
	

	Otopina PNGazeF
	2% PNGazeF (1U/400µl) u 20 mM natrij-hidrogenkarbonatu/HCl-u, pH=7.0

	2AB mješavina
	55 mg antranilamida

66 mg natrij-cijanoborhidrida

330 µl glacijalne octene kiseline

770 µl DMSO-a


3.1.6. Gelovi
	Razdvajajući gel za SDS-PAGE (10%)
	2.66 ml vode

2.38 ml akrilamid mixa 30%-tnog

1.82 ml 1.5M Tris-a (pH=8,8)

0.07 ml SDS-a 10%-tnog

0.07 ml amonij-persulfata 10%-tnog

0.003 ml TEMED-a

	Sabijajući gel za SDS-PAGE
	2.7 ml vode

0.67 ml akrilamid mixa 30%-tnog
0.5 ml 1 M Tris-a (pH=6,8)
0.04 ml SDS-a 10%-tnog
0.04 ml amonij-persulfata 10%-tnog
0.004 ml TEMED-a


3.2. ISPITANICI
3.2.1. Bolesnici s akutnim pankreatitisom

U istraživanje je bilo predviđeno uključiti najmanje 25 bolesnika s akutnim pankreatitisom liječenih u Klinici za unutrašnje bolesti Kliničkog bolničkog centra Rebro, Zagreb. Unaprijed je od Etičkog povjerenstva KBC i Etičkog povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu zatražena i dobivena suglasnost za provođenje studije. Uključivanje u istraživanje nije utjecalo na tijek hospitalizacije, dijagnostičku obradu, način liječenja ili druge postupke s bolesnikom. 

3.2.2. Uključivanje u istraživanje

Kriteriji za uključivanje

U obzir za uključivanje u skupinu bolesnika s akutnim pankreatitisom dolazili su punoljetni bolesnici oba spola kojima je dijagnoza postavljena u Hitnoj službi Klinike za unutrašnje bolesti, KBC Zagreb te su bili hospitalizirani na jednom od odjela Klinike. Za potrebe ovog istraživanja, za dijagnozu akutnog pankreatitisa, uz odgovarajuću kliničku prezentaciju bio je potreban najmanje trostruki porast aktivnosti serumskih amilaza te najmanje peterostruki porast aktivnosti amilaza u urinu. Osim dijagnoze akutnog pankreatitisa za uključivanje je bio nužan i informirani pristanak bolesnika.

Kriteriji za isključivanje

U skupinu bolesnika s akutnim pankreatitisom nisu bili uključivani bolesnici s dokazanom akutnom infekcijom bilo kojeg organskog sustava, npr. pneumonijom, infekcijom kože i mekih tkiva, infekcijom mokraćnih putova i sl. Akutna infekcija mijenjala bi laboratorijske parametre upale neovisno o aktivnosti pankreatitisa, utjecala bi na tijek, trajanje i ishod bolesti, a mogla je mijenjati ili dominirati obrascima aktivacije upalnih zbivanja u organizmu i utjecati na glikozilaciju proteina. Također, bolesnici kod kojih je postojala kronična bolest (npr. dekompenzirana ciroza jetre, teška kronična opstruktivna plućna bolest, kardijalna dekompenzacija, maligna bolest  i dr.) koja je mogla utjecati na tijek i trajanje hospitalizacije nisu bili uključivani. 

3.2.3. Uzimanje uzoraka krvi

Bolesnicima su uzimani uzorci krvi dva puta tijekom hospitalizacije: prilikom prijema u bolnicu (0. dan) i prvi sljedeći dan boravka (1. dan). 
Krv je uzimana u epruvete bez aditiva, ostavljena 20 minuta da se zgruša, centrifugirana, serum je odvojen (alikvotiran po 500 µl) te pohranjen na -80°C do upotrebe.
3.3. METODE
3.3.1 Imunoprecipitacija transferina na kolonama

3.3.1.1. Priprema kolona

Odvagano je 1.0 g sefaroze aktivirane cijanogen-bromidom koja je zatim potopljena u malo 1 mM klorovodične kiseline kako bi nabubrila tijekom 30 minuta. Pri tome klorovodična kiselina održava reaktivnost aktivnih skupina na sefarozi.


Nakon toga sefaroza je prenesena na vakuum sisaljku za filtraciju gdje je polagano ispirana sa 40 ml 1mM klorovodične kiseline 10 minuta, a potom s 5 ml destilirane vode te je ravnomjerno raspoređena u pet mikroepruveta. U svaku je od njih dodano 100 µl kozjega monoklonskog protutijela razvijenog naspram ljudskog transferina i 1 ml spajajućeg pufera. Epruvete su ostavljene na 4°C preko noći na mješalici da bi se protutijelo vezalo za sefarozu. 

Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 1 minutu na 100×g, a zatim je supernatant pažljivo uklonjen vrhom mikropipete. Na sefarozu je potom naneseno 1 ml blokirajućeg pufera koji blokira preostala aktivna mjesta na koja se nisu vezala protutijela. Blokiranje je trajalo 2 sata na sobnoj temperaturi uz  miješanje. 
Tako pripremljena sefaroza prebačena je u prazne kolone te ispirana od viška glicina iz blokirajućeg pufera i nevezanih protutijela. Isprana je s 5 ml spajajućeg pufera i 5 ml pufera za ispiranje, šest puta sa svakim naizmjenično. 

Nakon što su kolone isprane, u svaku je dodano 500 μl otopine za čuvanje te su pohranjene u hladnjak na 4°C do upotrebe.

3.3.1.2. Priprema uzoraka seruma 

 Pomiješano je 50 µl seruma s 200 µl TBS-a u mikroepruveti (volumen seruma i TBS-a iznosio je zajedno nešto više od pola volumena sefaroze u koloni na koju je kasnije nanesen uzorak).

3.3.1.3. Nanošenje seruma na kolone i eluacija imunoprecipitiranih proteina 

Prije njihova korištenja s kolona je isprana otopina za čuvanje s 5 ml TBS-a. 

Uzorak seruma s TBS-om je pušten na kolonu da se pod utjecajem gravitacijske sile upije u sefarozu (vidjelo se po zamućenju kolone), nakon čega su kolone začepljene i ostavljene na sobnoj temperaturi 2 sata da bi se transferin iz seruma vezao na protutitijela. 

Nakon inkubacije, u svaku je kolonu dodano 500 μl TBST-a kojim je isprana većina seruma s kolona. Taj je serum, koji bi sada trebao biti bez transferina, sakupljen u mikroepruvete. Potom su kolone isprane još 6 puta s 3 ml TBST-a kako bi se u cijelosti uklonili nevezani proteini seruma. 

Nakon ispiranja, s kolona se može eluirati i sam transferin. Za to je upotrijebljena otopina za ispiranje. Na kolone je nanesen toliki volumen otopine za ispiranje koliki je volumen nanesenog seruma sa TBS-om (250 µl), te su kolone začepljene i ostavljene 15 minuta na sobnoj temperaturi. 

Potom je dodano još 250 µl otopine za ispiranje da bi se istisnula prva frakcija otopine koja je sakupljena u mikroepruvete. Kolone su ponovno začepljene i ostavljene 10 minuta. Sakupljenom eluatu je dodano 35 µl 1M Tris/HCl, pH=8.8 da bi se neutralizirao glicin i spriječila denaturacija transferina.

Nakon 10 minuta, druga je frakcija istisnuta s kolona primjenom otopine za ispiranje ponovno u jednakom volumenu. Druga je frakcija sakupljena u iste mikroepruvete kao i prva te je također neutralizirana s 35 µl 1M Tris/HCl, pH=8.8. Zatim je na kolone nanesen 1 ml otopine za ispiranje da bi se s njih uklonio eventualno zaostali transferin te su isprane s 2 ml TBS-a.

Svakoj je ispranoj koloni dodano 500 μl otopine za čuvanje te su pohranjene u hladnjak na 4°C do ponovne upotrebe.

3.3.2. Dijaliza zaostalih puferskih soli

Da bi uzorke eluirane s kolona očistili od soli zaostalih iz pufera koji su upotrijebljeni u imunoprecipitaciji, provedena je dijaliza kroz polupropusnu membranu. Tijekom dijalize onečišćenja odlaze u otopinu manje koncentracije (MiliQ voda), a molekule transferina su prevelike da prođu kroz membranu pa ostaju u crijevu. 


Crijeva za dijalizu pažljivo su odrezana na potrebnu dužinu s obzirom na volumen, očekivano bubrenje i razmak između štipaljki koje će ih držati. Izrezana su crijeva zatim potopljena u MiliQ vodi i prokuhana 10 minuta u bikarbonatnoj otopini za kuhanje crijeva te ohlađena u MiliQ vodi.


Tako priređeno crijevo na jednoj je strani zakvačeno štipaljkom, a na drugoj je strani u crijevo najprije unesen određeni uzorak pomoću mikropipete, pa je nakon toga također zakvačeno štipaljkom. Kada su svi uzorci uneseni, crijeva su uronjena u kadice sa MiliQ vodom volumen koji je više od 100 puta veći od volumena uzoraka. Kadice su stavljene na miješalicu na 4°C. Voda u kadicama je mijenjana 2 puta nakon sat i pol pa je ostavljena preko noći da bi se uzorci što bolje pročistili.


Kada je dijaliza bila završena, uzorci su preneseni iz crijeva u mikroepruvete te su osušeni u vakuum centrifugi.

3.3.3. SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)
3.3.3.1. Priprema gela 

Stakla za elektroforezu su oprana destiliranom vodom i etanolom te ostavljena da se osuše na zraku. Suha su stakla pravilno pričvršćena u stalak za elektroforezu. Potreban volumen 10%-tnog razdvajajućeg gela pripremljen je u čaši te je odmah prenesen između stakla za elektroforezu. Povrh razdvajajućeg gela odmah je izliven izopropanol cijelom dužinom. Izopropanol sprječava dodir gela sa zrakom koji bi inhibirao polimerizaciju. Nakon što je polimerizacija razdvajajućeg gela završena, izopropanol je izliven i površina gela je isprana destiliranom vodom. 

U čaši je pripremljen i sabijajući gel te je prenesen između stakala do ruba manjeg stakla. Odmah je umetnut češalj s dovoljnim brojem zubaca. Nakon polimerizacije češalj je izvađen, a jažice su isprane destiliranom vodom te osušene. Stalci s gelovima su smješteni u uređaj za izvođenje elektroforeze, a u njega je unesena dovoljna količina pufera za elektroforezu.  

3.3.3.2. Priprema uzoraka i postupak za SDS-PAGE

Uzorci su promiješani prije uzimanja alikvota za natrij – dodecilsulfat poliakrilamidnu elektroforezu (SDS-PAGE). Postupak je ponovljen s kupljenim transferinom koncentracije 1µg/µl. U uzorke transferina volumena 10 µl dodano je po 5 µl 3x koncentriranog pufera za uzorke/HCl, pH=6.8  pomiješanog s ß-merkaptoetanolom. Radi se o 5%-tnoj otopini ß-merkaptoetanola u puferu za nanošenje uzoraka. Na sličan su način pripremljeni kupljeni transferin (3 µl markera + 5 µl pufera za nanošenje uzorka s ß-merkaptoetanolom + 7 µl MiliQ vode), serum propušten kroz imunoprecipitacijsku kolonu (2 µl seruma + 5 μl pufera za nanošenje uzorka s ß-merkaptoetanolom + 8 µl MiliQ vode) i puni serum (8 µl seruma + 5 µl pufera za nanošenje uzorka s ß-merkaptoetanolom + 2 µl MiliQ vode). Svi su uzorci ponovno centrifugirani te smješteni 5 minuta u grijač na 95°C. Nakon hlađenja spušteni su centrifugiranjem na dno mikroepruvete te naneseni na gel za elektroforezu. Sabijanje uzoraka je trajalo pola sata na 80 V, nakon čega je sat vremena napon povišen na 120 V. Za to se vrijeme odvijalo razdvajanje. Elektroforeza je prekinuta čim je bromfenol plavo, koje se nalazi u puferu za nanošenje uzoraka, izašlo. 

Nakon elektroforeze stakla su izvađena iz stalka, te je gel skinut pri čemu je sabijajući gel uklonjen. Razdvajajući dio gela je prenesen u Coomassie bojilo na sat vremena uz njihanje. Zatim je boja izlivena, a dodan Coomassie odbojivač koji je, po potrebi, zamijenjen svježim odbojivačem te ostavljen preko noći uz njihanje.
3.3.4. N – deglikozilacija glikoproteina seruma 
3.3.4.1. Redukcija i alkilacija uzoraka

U jažicu mikropločice dodano je 5 μl uzorka, 2 μl vode, 2 μl pufera za uzorak i 1 μl 0.5M DTT-a. Sve je lagano izmiješano vrhom pipete i inkubirano 15 minuta na 65°C.
S obzirom na to da proteini imaju tercijarnu i kvarternu strukturu, pojedini će glikani biti skriveni, odnosno neće biti izloženi na površini proteina. Da bi se denaturirao protein, moraju se reducirati njegove disulfidne veze. U tu je svrhu upotrijebljen reducirajući agens ditiotreitol (DTT).. Detergent natrij-dodecilsulfat (SDS) iz pufera za uzorke i toplina pomažu u potpunoj denaturaciji glikoproteina. U tim će uvjetima glikani biti najbolje izloženi kasnijem djelovanju enzima PNGazaF.
 Nakon inkubacije dodan je 1 μl 100 mM jodoacetamida (IAA) te je ponovno sve izmiješano pipetom. Jodoacetamid stabilizira reducirane veze vezanjem acetamidne grupe na svaku sulfhidrilnu grupu. Sve je inkubirano još 30 minuta na sobnoj temperaturi, u mraku.

Inkubacija u mraku je potrebna jer su jodidi fotosenzitivni pa jodoacetamid ne bi mogao djelovati ako bi duže vrijeme bio izložen svjetlu.

3.3.4.2. Izrada gela za ispiranje uzoraka

Prije izlaganja glikoproteina djelovanju enzima PNGazaF uklanja se sav preostali detergent, reducirajući i alkilirajući agensi jer bi u protivnome oni mogli denaturirati i sam enzim. Uklanjanje filtracijom ili izmjenom otapala moglo bi dovesti do gubitka samog glikoproteina ili djelomične renaturacije glikoproteina. Stoga se denaturirane glikoproteine uklapa u SDS-poliakrilamidni gel, jer se time smanjuje mogućnost renaturacije i gubitka glikoproteina. Denaturirajući agensi se lako ispiru s gela na filtracijskoj pločici za precipitaciju proteina.

U bazenčiće pločice dodano je 22.5 μl akrilamid mixa (akrilamid/bis-akrilamid), 11.25 μl pufera za gel, 1 μl 10%-tnog SDS-a i 1 μl 10%-tnog amonij-persulfata (APS ). Sve je lagano izmiješano pipetom. APS služi kao katalizator TEMED-om inducirane polimerizacije poliakrilamidnog gela. Dodan je TEMED i sve je ponovno lagano izmiješano. Dodatkom TEMED-a nestali su svi mjehurići iz uzorka. Gelovi su ostavljeni 15 minuta na sobnoj temperaturi da bi se polimerizirali, zatim su prebačeni nastavkom za pipete u filter pločicu kako bi ih isprali.

3.3.4.3. Ispiranje gelova s uzorcima

Gelovi su isprani tako da su nekoliko puta naizmjenično dehidrirani acetonitrilom i hidratizirani 20 mM otopinom NaHCO3. Acetonitril je dodan tri puta po 1 ml, a otopina NaHCO3 dva puta također po 1 ml.

Nakon dodatka acetonitrila na gelove, stavljeni su 10 minuta na tresilicu. Zatim je acetonitril uklonjen vakuumom. Dodana je 20mM otopina NaHCO3 te je postupak ponovljen. Ispiranje je završeno dodatkom acetonitrila koji je istisnuo svu vodu iz gelova, a sam acetonitril je uklonjen pomoću vakuuma.

3.3.4.4. Uklanjanje glikana enzimom PNGazaF

Filter pločice s ispranim gelovima su stavljene na pločice za sakupljanje uzoraka i dodano je 25 μl 0.05 U/ml otopine PNGazeF iznad svakog gela. Uzorci su tako ostavljeni 5 minuta da upiju otopinu. S obzirom na to da je prethodnim korakom istisnuta sva tekućina iz gelova, dobro su upili otopinu s enzimom. Još je jednom dodana jednaka količina otopine PNGazeF i uzorci su ponovno ostavljeni 5 minuta. Na kraju je dodano 50 μl 20mM otopine NaHCO3. Pločica je prekrivena prijanjajućim filmom i stavljena na inkubaciju na 37°C preko noći.
3.3.4.5. Ispiranje oslobođenih glikana s gela

Glikani su s gelova ispirani po istome principu kao i denaturirajući agensi, samo što je ovaj put filtrat sakupljen u pločice.

Najprije je svakome gelu dodano 200 μl vode i uzorci su stavljeni 10 minuta na tresilicu. Nakon toga su filter pločice ispražnjene vakuumom te je voda u kojoj su sada otopljeni glikani (uzorak) uhvaćeni u pločice za sakupljanje uzorka. U gelove je naizmjenično dodano dva puta po 200 μl vode i acetonitrila. Ponovno je ispiranje završeno s acetonitrilom, a svi su filtrati uhvaćeni u pločice za sakupljanje uzoraka, koje su zatim stavljene u vakuumsku centrifugu i ostavljene preko noći da se osuše.

3.3.4.6. Tretiranje 1% formijatnom kiselinom

S obzirom na to da se metoda temelji na detekciji fluorescencijom, glikani se moraju obilježiti fluorescentim markerom. Za tu je svrhu upotrijebljen antranilamid. Antranilamid iz 2AB mješavine se kovalentno veže reduktivnom aminacijom na svaki otvoreni lanac šećera. Budući da su lanci šećera u ravnoteži između otvorenog i zatvorenog stanja, formijatna kiselina tu ravnotežu pomiče na stranu otvorenog lanca i omogućuje učinkovitije obilježavanje glikana. Bitno je da se ne upotrebljava veći postotak formijatne kiseline od 1% te da se kiselina ne ostavi predugo na uzorcima jer je sijalinska kiselina osjetljiva na kisele uvjete.
Nakon što je na potpuno suhe uzorke dodano 20 μl svježe pripravljene 1%-tne formijatne kiseline, uzorci su inkubirani 40 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim potpuno osušeni.
3.3.4.7. Označavanje 2AB mješavinom

Dodano je 5 μl 2AB mješavine svakom uzorku. Uzorci su stavljeni na tresilicu 5 minuta, zatim inkubirani pola sata na 65°C. Nakon toga su ponovno miješani 5 minuta na tresilici da bi se uzorak i sredstvo za označavanje dobro izmiješali. Na kraju su stavljeni još 1.5 sati na inkubaciju na 65°C.
3.3.4.8. Uklanjanje nevezanog 2-AB-a
Za uklanjanje viška 2AB-a korišten je kromatografski papir. Papir je izrezan na komadiće od 1cm2, ispran u vodi, osušen na 65°C, zatim presavijen dva puta.

Nova filter pločica je isprana s po 200 μl acetonitrila i vode te osušena pomoću vakuum pumpe. Ponovno je stavljena na stalak da bi dno s filterima ostalo čisto. Presavijeni je papir stavljen u svaki otvor pločice, a zatim je na njega prenesen sav uzorak. 15 se minuta uzorak sušio i vezao na papir. Nakon toga je dodano 1.6 ml acetonitrila u svaki otvor i pločica je stavljena 15 minuta na tresilicu. Acetonitril je uklonjen vakuumom. Postupak je ponovljen još 4 puta sa po 1.6 ml acetonitrila. Pločica je zatim stavljena na čistu posudicu za sakupljanje uzoraka. Dodano je 500 μl vode i sve je vraćeno na uređaj 15 minuta. Voda i glikani su sa filter pločice uklonjeni vakuumom i uhvaćeni u čistu pločicu. Postupak je ponovljen još 2 puta sa po 500 μl vode.

Posudice s uzorcima su stavljene u vakuumsku centrifugu na dva dana da bi se glikani osušili.

Osušeni glikani su ponovno otopljeni u maloj, poznatoj količini vode.
3.3.5. Detekcija glikana HPLC-om

Oslobođeni glikani su podvrgnuti tekućinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti (HPLC). Pušteni su kroz TSKgel Amide 80 kolonu, dimenzija 250 x 4.6 mm, punjenu česticama promjera 5 μm, na temperaturi od 30°C s 50 mM formijatnom kiselinom namještenom na pH 4.4 s otopinom amonijaka i acetonitrilom. Pušteni su 60 minuta na 2795 Alliance separacijskom modulu. HPLC je opremljen s Waters-ovim modulom za kontrolu temperature i Waters-ovim 2475 fluorescentnim detektorom koji je namješten na valnu duljinu od 330 nm za ekscitaciju i valnu duljinu od 420 nm za emisiju.

Sustav je kalibriran koristeći vanjski standard koji se sastoji od hidroliziranih i 2-AB obilježenih oligomera glukoze, pomoću kojeg su vremena zadržavanja pojedinačnih glikana prevedena u jedinice glukoze. Glikani su analizirani na temelju njihovih mjesta ispiranja i mjereni u jedinicama glukoze, a zatim uspoređeni s referentnim vrijednostima iz baze podataka 'Glyco – Base' (http://glycobase.nibrt.ie) da bi im se odredila struktura.

3.3.6. Statističke metode
U statističkoj obradi podataka te grafičkom prikazu rezultata korišteni su računalni programi MedCalc® ver. 7.2.1.0. i MS Excel XP®. 
Rezultati su prikazani kao medijan uz najveću i najmanju vrijednost za kontinuirane varijable te kao broj i postotak za kategoričke varijable. 

3.3.6.1. Testiranje i usporedba skupina

Uspoređivane skupine testirane su na normalnost Kolmogrov-Smirnov testom za normalnu razdiobu. S obzirom na to da sve skupine nisu zadovoljavale kriterije normalne raspodjele te veličinu skupina (N≤30), za testiranje razlika među skupinama upotrebljene su neparametrijske metode.
S obzirom na to da se radilo o kontinuiranim varijablama i ovisnim mjerenjima, upotrebljavan je Wilcoxonov parni test za usporedbu dviju skupina. 

Statistički značajnom smatrana je razlika s vrijednosti P < 0.05.

4. REZULTATI
S ciljem otkrivanja i razumijevanja promjena u glikanskim obrascima seruma pacijenata u ranom tijeku akutnog upalnog odgovora u akutnom pankreatitisu, te  usporedbe rezultata dobivenih za svaki uzorak, identificirane su individualne glikanske strukture prisutne u uzorcima.

4.1. GLIKOZILACIJA UKUPNIH SERUMSKIH PROTEINA U AKUTNOM PANKREATITISU
N-vezani glikani otpušteni su s glikoproteina uzoraka seruma pacijenata s akutnim pankreatitisom uzetih na dan prijema u bolnicu te idući dan hospitalizacije. Glikani su otpušteni s proteina N-glikozidazom F, obilježeni 2-aminobenzamidom te analizirani tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti koja se bazira na hidrofilnim interakcijama (HILIC, Hydrophilic Interaction High Performance Liquid Chromatography). Kromatogrami otpuštenih glikana pokazuju niz pikova (Slika 4.1.). U svakom od njih prisutna je jedna ili više glikanskih struktura. 
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Slika 4.1. Kromatgram N-vezanih glikana otpuštenih sa serumskih proteina pacijenata s akutnim pankreatitisom prvog dana nakon hospitalizacije


Pojedine strukture glikana, prisutne u svakom piku, prikazane su u Tablici 4.1. 

Tablica 4.1. Strukure glikana prisutne u različitim pikovima kromatograma

	Pik
	Struktura
	Pik
	Struktura
	Pik
	Struktura

	GP1
	A2
	GP7
	FA2BG2

M7D3

A2G2S(3)1

A2G2S(6)1

M7D1
	GP12
	A2F1G2S2

A3G3S(3,3)2

A3G3S(3,6)2

A3G3S(6,6)2

A3BG3S(3,3)2

A3BG3S(3,6)2

A3BG3S(6,6)2

	GP2
	A2B

A1G1

FA2
	
	
	
	

	GP3
	M5

FA2B

A2[6]G1

A2[6]BG1
	
	
	
	

	
	
	GP8
	A2BG2S(3)1

A2BG2S(6)1

M5A1G1S1

FA2G2S(3)1

FA2G2S(6)1

A3G3

FA2BG2S(3)1

FA2BG2S(6)1
	
	

	
	
	
	
	GP13
	A3G3F1S2

FA3G3S(3,3)2

FA3G3S(3,6)2

FA3G3S(6,6)2

FA3BG3S(3,3)2

FA3BG3S(3,6)2

FA3BG3S(6,6)2

A3G3S(3,3,6)3

A3G3S(3,6,6)3

A3G3S(6,6,6)3

	GP4
	A2[3]G1

A2[3]BG1

M4A1G1

FA2[6]G1

FA2[6]BG1

A1[6]G1S(3)1

A1[6]G1S(6)1

FA2[3]G1

FA2[3]BG1

M6D1, D2

A1[3]G1S(3)1

A1[3]G1S(6)1
	
	
	
	

	
	
	GP9
	A2F1G2S(3)1

A2F1G2S(6)1

M8D2, D3

A2G2S(3,3)2

A2G2S(3,6)2

A2G2S(6,6)2

M8D1,D3
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	GP14
	A3F1G3S(3,3,6)3

FA3G3F1S(6,6,6)3

A4G4S(6,6)2

A3F1G3S(3,6,6)3

A3F1G3S(6,6,6)3

A4G4S(6,6,6)3

A4F1G4S2

A4G4S3

	
	
	
	
	
	

	GP5
	M6D3

A2[6]G1S(3)1

A2[6]G1S(6)1

A2G2

A2[3]G1S(3)1

A2[3]G1S(6)1

A2BG2
	GP10
	A2BG2S(3,3)2

A2BG2S(3,6)2

A2BG2S(6,6)2

A3BG3S(3)1

A3BG3S(6)1

FA2G2S(3,3)2

FA2G2S(3,6)2

FA2G2S(6,6)2
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	GP15
	A4G4S4

A4F1G4S3

	GP6
	FA2[6]G1S(3)1

FA2[6]G1S(6)1

FA2[6]BG1S(3)1

FA2[6]BG1S(6)1

M4A1G1S1

FA2G2

FA2[3]G1S(3)1

FA2[3]G1S(6)1

A2BG1S1

FA2[3]BG1S(3)1

FA2[3]BG1S(6)1
	
	
	GP16
	A4G4S(6,6,6,6)4

A4G4S(3,6,6,6)4

A4BG4S4

FA4G4S4

A4F1G4S4

A4G4LacS4

A4F2G4S4

FA4F1G4S4

	
	
	GP11
	FA2BG2S(3,3)2

FA2BG2S(3,6)2

FA2BG2S(6,6)2

M9
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


Kratice struktura: svi N-glikani imaju dva GlcNAc-a u sklopu svoje jezgre; F na početku kratice upućuje na fukozu u jezgri vezanu (1-6 vezom na unutarnji GlcNAc; Mx, broj (x) manoze na GlcNAc-u u jezgri; D1 označava da je (1-2 manoza vezana na Man(1-6Man(1-6 grani, D2 na Man(1-3Man(1-6 grani, D3 na Man(1-3 grani od M6 i na Man(1-2Man(1-3 grani od M7 i M8; Ax, broj grana (GlcNAc) na tromanoznoj jezgri; A2, biantenarna s oba GlcNAc-a vezana (1-2 vezom; A3, triantenarna s GlcNAc vezanim (1-2 vezom na manozu i na treći GlcNAc vezan (1-4 vezom na manozu vezanu (1-3 vezom; A4, GlcNAc-i vezani kao A3 s dodatnim GlcNAc-om vezanim (1-6 vezom na manozu vezanu (1-6 vezom; B, presijeca (1-4 vezan GlcNAc na (1-3 manozu; Gx, broj (x) (1-4 vezanih galaktoza na grani; [3]G1 i [6]G1 označava da je galaktoza na grani (1-3 ili (1-6 manoze; Fx, broj (x) (1-3 vezane fukoze na granu GlcNAc-a; Lac(x), broj (x) produžetaka laktozamina (Gal(1-4GlcNAc); Sx, broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na galaktozu; brojevi 3, 6, ili ? iza S u zagradi označavaju je li sijalinska kiselina vezana (2-3, (2-6 ili nepoznatim vezom.

Tablica preuzeta iz: Knežević A, Polašek O, Gornik O, Rudan I, Campbell H, Hayward C, Wright A, Kolčić I, O’Donoghue N, Bones J, Rudd PM, Lauc G. (2009) Variability, Heritability and Environmental Determinants of Human Plasma N-Glycome. J. Proteome Res. 8:694-701. 
Promjena glikanskog profila tijekom rane faze akutnog pankreatitisa uočljiva je u usporedbi kromatograma N-vezanih glikana otpuštenih sa serumskih proteina pacijenata s akutnim pankreatitisom nultog i prvog dana nakon hospitalizacije (Slika 4.2.). 
[image: image1.png]EU

22,007

18.00
16.00
14.00
12.00
10.00
8004
6.004
4.007
2004





Slika 4.2. Kromatogrami N-vezanih glikana otpuštenih sa serumskih proteina pacijenata s akutnim pankreatitisom nultog dana nakon hospitalizacije (crno) i prvog dana nakon hospitalizacije (plavo)

Nakon usporedbe razina pojedinih skupina glikana u uzorcima seruma pacijenata uzete prilikom prijema i idućeg dana bolesti identificirane su glikanske strukture koje se mijenjaju u ranom tijeku akutnog pankreatitisa (Tablica 4.2).  
Tablica 4.2. Razine pojedinih skupina N-vezanih glikana otpuštenih s proteina seruma kod pacijenata s akutnim pankreatitisom prilikom prijema i prvog idućeg dana hospitalizacije. Vrijednosti su izražene kao medijan uz najveću i najmanju vrijednost. 

	GP
	0. dan
	1. dan
	P

	1
	0.110
(0.070-0.180)
	0.100
(0.070-0.148)
	0.233

	2
	4.020
(2.768-5.279)
	3.740
(2.849–5.038)
	0.083

	3
	2.080
(1.734-2.383)
	1.920
(1.721-2.228)
	0.013

	4
	5.790
(4.713-7.179)
	5.510
(4. 611-6.438)
	0.107

	5
	1.790
(1.652-1.884)
	1.570
(1.462-1.849)
	0.010

	6
	3.650
(3.277-5.126)
	3.540
(3.018-4.678)
	<0.001

	7
	6.270
(5.756-6.762)
	6.330
(5.647-7.087)
	0.489

	8
	8.640
(7.867-10.454)
	8.170
(7.488-9.602)
	<0.001

	9
	38.730
(33.662- 41.136)
	38.250
(36.014-41.176)
	0.030

	10
	8.720
(7.853-10.100)
	8.930
(7.491-9.637)
	0.003

	11
	1.280
(1.090-1462)
	1.260
(1.108-1.345)
	0.426

	12
	1.820
(1.367-2.008)
	1.820
(1.435-2.067)
	0.890

	13
	5.010
(2.903-7.293)
	4.470
(2.296-7.215)
	0.847

	14
	9.930
(6.548-10.958)
	10.930
(7.190-12.499)
	0.004

	15
	0.470
(0.274-0.687)
	0.580
(0.280-0.731)
	0.135

	16
	1.370
(0.998-1.805)
	1.500
(0.980-1.888)
	0.326


Statistički značajnom smatrana je razlika sa statističkom značajnošću P < 0.05. Skupine glikana koje su zadovoljile zadanu vrijednost su: GP3, GP5, GP6, GP8, GP9, GP10 i GP14, a prikazane su Slikama 4.3. - 4.9.
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Slika 4.3. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP3 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom 
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Slika 4.4. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP5 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom 
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Slika 4.5. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP6 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom 
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Slika 4.6. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP8 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom
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Slika 4.7. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP9 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom
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Slika 4.8. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP10 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom
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Slika 4.9. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP14 na proteinima seruma nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom
Iz navedenih rezultata vidljivo je da u ranoj fazi akutnog pankreatitisa dolazi do smanjenja u razini biantenarnih glikanskih struktura s posebnim naglaskom na podgalaktozilirane i podsijalinizirane glikanske strukture te do povećanja triantenarnih struktura, i to njihovih trisijaliniziranih fukoziliranih oblika u ukupnim serumskim glikanima.

4.2. GLIKOZILACIJA TRANSFERINA U AKUTNOM PANKREATITISU

Transferin je iz seruma izoliran imunoprecipitacijom na kolonama te je njegova čistoća ispitana SDS-PAG elektroforezom. Elektroforetska slika pokazuje da je čistoća pročišćenog transferina zadovoljavajuća (Slika 4.10.).
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Slika 4.10. SDS-PAGE transferina pročišćenog iz humanog seruma imunoprecipitacijom

Glikani otpušteni s transferina izoliranog iz seruma pacijenata s akutnim pankreatitisom analizirani su istom metodom kao i glikani ukupnih serumskih proteina. Dobiveni kromatogramski pikovi prikazani su na slici 4.10.
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Slika 4.10. Kromatgram N-vezanih glikana otpuštenih s transferina pacijenata s akutnim pankreatitisom prvog dana nakon hospitalizacije razdvojenih pomoću HILIC.
Usporedbom kromatograma glikana otpuštenih sa transferina i ukupnih serumskih proteina možemo uočiti pikove koji sadrže strukture s istim vremenima zadržavanja (Slika 4.11.). Strukture prisutne na transferinu su različite forme biantenarnih glikana.
[image: image13.png]EU

50.00

40.00

30.00

20007

10.00]

0.00




Slika 4.11. Usporedba kromatograma N-vezanih glikana otpuštenih sa serumskih proteina (crno) i transferina (plavo) prvi dan nakon hospitalizacije (iz slike nije moguće odrediti točan udio glikana s transferina u ukupnim glikanima seruma)
Uspoređene su razine pojedinih skupina glikana u uzorcima seruma pacijenata s akutnim pankreatitisom prilikom prijema u bolnicu i prvog idućeg dana hospitalizacije te identificirane glikanske strukture prisutne na transferinu koje se mijenjaju u ranoj fazi akutnog pankreatitisa.

Tablica 4.3. Razine pojedinih skupina glikana transferina prilikom prijema i prvog idućeg dana hospitalizacije pacijenata s akutnim pankreatitisom. Vrijednosti su izražene kao medijan uz najveću i najmanju vrijednost

	GP
	0.dan
	1.dan
	P

	1
	0.020
(0.010-0.084)
	0.030
(0.015-0.050)
	0.679

	2
	0.975
(0.819-1.218)
	0.920
(0.725-1.324)
	0.294

	3
	0.340
(0.300-0.715)
	0.330
(0.275-0.416)
	0.010

	4
	0.910
(0.738-1.133)
	0.770
(0.601-0.872)
	0.008

	5
	0.545
(0.445-0.789)
	0.510
(0.425-0.597)
	0.133

	6
	0.765
(0.623-0.955)
	0.745
(0.618-0.797)
	0.312

	7
	2.790
(2.652-3.345)
	2.870
(2.541-3.268)
	0.143

	8
	7.645
(6.157-9.545)
	7.860
(6.196-9.509)
	0.294

	9
	69.39
(64.297-71.052)
	69.630
(64.745-71.801)
	0.475

	10
	7.595
(5.846-8.780)
	7.545
(5.665-8.254)
	0.622

	11
	1.3100
(1.185-1.686)
	1.405
(1.182-1.641)
	0.841

	12
	1.705
(1.519-2.086)
	1.700
(1.615-2.021)
	0.701

	13
	2.195
(1.925-2.689)
	2.255
(1.828-2.719)
	0.396

	14
	3.950
(2.935-4.926)
	3.690
(2.935-4.658)
	0.841


Statistički značajnom smatrana je razlika sa statističkom značajnošću  P < 0.05. Skupine glikana koje su zadovoljile zadanu vrijednost su GP3 i GP4, a prikazani su Slikama 4.12. i 4.13. Na slikama možemo uočiti smanjenje razine pojedinih glikanskih struktura između dva mjerenja.  
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Slika 4.12. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP3 na transferinu nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom 

Slika 4.13. Usporedba razine glikanskih struktura prisutnih u GP4 na transferinu nulti i prvi dan kod pacijenata s akutnim pankreatitisom 
Iz navedenih rezultata vidljivo je da u ranoj fazi akutnog pankreatitisa dolazi do smanjenja u razini malih biantenarnih nesijaliniziranih glikanskih struktura prisutnih na transferinu.

5. RASPRAVA
U ovom radu ispitali smo glikozilaciju ukupnih serumskih proteina i transferina u prva dva dana akutnog pankreatitisa koristeći suvremenu metodu visokoprotočne kromatografije visoke djelotvornosti koja se bazira na hidrofilnim interakcijama. Ova metoda omogućava detaljnu kvantitativnu analizu glikana te predstavlja značajan pomak u analitici složenih glikanskih struktura. Rezultati  istraživanja pokazuju da se promjene serumskih glikana događaju vrlo rano u akutnom pankreatitisu. Vidljivo je da unutar prva dva dana bolesti dolazi do smanjenja u razini biantenarnih glikanskih struktura s posebnim naglaskom na podgalaktozilirane i podsijalinizirane glikanske strukture te do povećanja triantenarnih struktura, i to njihovih trisijaliniziranih fukoziliranih oblika u ukupnim serumskim glikanima. Primijećene promjene glikozilacije, posebno sijalinizacije i fukozilacije, su u skladu s rezultatima drugih radova koji su istraživali glikozilaciju u upalnim bolestima [3]. 
Iz navedenih promjena možemo zaključiti da je u ranoj fazi akutnog pankreatitisa došlo do porasta sijalinizacije ukupnih serumskih proteina što se također podudara s prijašnjim istraživanjima [3]. No, za razliku od navedenog istraživanja u kojem je prikazana opća slika stanja sijalinizacije serumskih proteina, u našem radu prikazane su promjene pojedinih glikanskih struktura. Kao jedan od glavnih uzroka porasta sijalinizacije i fukozilacije najčešće se navodi upravo povećana ekspresija sijaliniziranih Lewis X struktura na α1-kiselom glikoproteinu, neovisno o porastu njegove koncentracije [3, 32, 33]. Pretpostavlja se da porast udjela ove glikanske strukture u ukupnom genomu ima ulogu u zaštiti organizma od pretjeranih reakcija koje se mogu dogoditi tijekom upale i imati čak fatalne posljedice [32, 34].
Biantenarne, ne potpuno sijalinizirane, glikanske strukture prisutne su najvećim udjelom na molekuli IgG, koja je serumu zastupljena u visokim koncentracijama, pa je moguće da i ta molekula utječe na naše konačne rezultate. No, poznato je da tijekom akutne upale na molekuli IgG-a dolazi do povećanja udjela smanjeno galaktoziliranih struktura, dok naši rezultati pokazuju upravo suprotnu promjenu u razini ovakvih glikana u ukupnom serumu [35]. Stoga možemo zaključiti da uzrok smanjenju ovih struktura u ukupnom serumu leži u promjeni glikozilacije nekih drugih serumskih proteina, koji prikrivaju porast udjela ovih struktura na IgG-u. Važno je naglasiti i da je ukupna razina glikana dana kao zbroj svih glikanskih struktura pa tako npr. porast pojedinih struktura utječe na smanjenje drugih, što također može biti razlog primjećenom fenomenu.
Osim glikozilacije ukupnog seruma, analizirali smo i glikozilaciju transferina, jednog od proteina akutne faze za koji se smatra da također odražava glikozilacijske promjene u mnogim patološkim stanjima.  Transferin je glikoprotein koji sadrži biantenarne ili triantenarne glikanske strukture koje završavaju sijalinskim kiselinama. Iz naših rezultata je vidljivo da u ranoj fazi akutnog pankreatitisa dolazi do smanjenja u razini biantenarnih nesijaliniziranih glikanskih struktura, no te promjene nisu velike, iako su statistički značajne. Kako pad tih struktura nije popraćen statistički značajnim porastom drugih glikanskih struktura, teško je raspravljati o samim promjenama u glikozilacijskom putu transferina.

Transferin je iz seruma izoliran imunoprecipitacijom na kolonama. Iako je slika uzoraka nakon elektroforeze pokazala zadovoljavajući stupanj pročišćenja transferina, osjetljivost metode za analizu glikana (HPLC) puno je veća  nego osjetljivost bojanja gela Coomassie bojilom na elektroforezi. Iz dobivenih kromatograma možemo zaključiti da postoji velika mogućnost da su u uzorcima glikana transferina zaostali i glikani iz ostalih proteina seruma, koji prikrivaju prave rezultate promjene glikozilacije na transferinu. 


Dosadašnja istraživanja, koja su pratila samo sijalinizaciju serumskog transferina, navode njeno smanjenje kao jednu od promjena glikozilacije transferina u ranoj fazi akutnog pankreatitisa [31]. U našim rezultatima postoji mogućnost da je taj pad sijalinizacije transferina prekriven porastom sijalinizacije ostalih proteina seruma koji su zaostali u uzorku kao posljedica nedovoljno uspješnog pročišćavanja proteina iz uzorka. 

Navedeni je problem zapravo opći problem koji se može pojaviti u pročišćavanju proteina, pa je u tom slučaju potrebno bolje optimirati metode. Jedan od potencijalnih pristupa, koji se često koristi u analizi masenom spektroskopijom, je da se transferin pročišćen standardnom metodom još dodatno razdvoji SDS-PAG elektroforezom, ili se pak ukupni uzorak podvrgne  dvodimenzionalnoj gel elektroforezi, nakon čega je moguće vrpce proteina  izrezati iz gela. Na taj bi se način riješili onečišćenja ostalih serumskih proteina koji su zaostali nakon imunoprecipitacije.
Navedeni rezultati pokazuju da u ranoj fazi akutnog pankreatitisa dolazi do brze promjene razine glikanskih struktura prisutnih na serumskim proteinima. Identifikacija struktura koje se mijenjaju, koja je prikazana u ovom radu, pridonosi boljem razumijevanju akutnog upalnog odgovora te ukazuje na to koje strukture imaju potencijalnu ulogu kao dijagnostički ili prognostički biljeg u praćenju akutnih upalnih bolesti. 
6. ZAKLJUČAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu, moguće je zaključiti sljedeće:
1. U akutnom pankreatitisu dolazi do promjene glikozilacije ukupnih serumskih proteina već u najranijoj fazi bolesti. Statistički značajne promjene tijekom prva dva dana bolesti uključuju:
· smanjenje razine  biantenarnih glikanskih struktura s posebnim naglaskom na podgalaktozilirane i podsijalinizirane glikanske oblike

· povećanje triantenarnih struktura, i to njihovih trisijaliniziranih fukoziliranih oblika
· povećanje sijalinizacije ukupnih serumskih proteina
2. Promjene glikozilacije u najranijoj fazi bolesti su također uočene i na molekuli transferina, međutim ne u tolikom razmjeru koliko na ukupnim serumskim proteinima. Statistički značajne promjene uključuju:
· smanjenje razine biantenarnih nesijaliniziranih glikanskih struktura 
3. Imunoprecipitacija transferina iz humanog seruma, provedena na način kao u ovom radu, ne pruža zadovoljavajuću čistoću transferina potrebnu za visokoosjetljivu metodu kao što je analiza glikana tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti.
4. Navedene promjene doprinose razumijevanju patofizioloških procesa u akutnim upalnim bolestima te imaju potencijalnu dijagnostičku primjenu, kao samostalni dijagnostički biljezi, ili u kombinaciji s već postojećima.
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9. SAŽETAK

Sabina Gazafi i Toma Keser 

N-GLIKOZILACIJA SERUMSKIH PROTEINA I TRANSFERINA U RANOM TIJEKU AKUTNOG PANKREATITISA


Glikozilacija je najvažnija posttranslacijska modifikacija proteina koja značajno utječe na njihovu strukturu i funkciju. Mnoge su bolesti praćene promjenama oligosaharidnih struktura glikoproteina. U ovom je radu proučavana N-glikozilacija serumskih proteina i transferina u akutnome upalnom odgovoru kod pacijenata s akutnim pankreatitisom tijekom prva dva dana hospitalizacije.

Transferin je iz seruma izoliran imunoprecipitacijom na kolonama te je njegova čistoća ispitana SDS-PAG elektroforezom. N-vezani glikani otpušteni su sa serumskih glikoproteina i transferina, a zatim su analizirani tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti koja se temelji na hidrofilnim interakcijama (HILIC).

Rezultati su pokazali da se u akutnom pankreatitisu mijenja glikozilacija ukupnih serumskih proteina već u najranijoj fazi bolesti. Smanjena je razina biantenarnih glikanskih struktura s posebnim naglaskom na podgalaktozilirane i podsijalinizirane glikanske strukture te su povećane triantenarne strukture, i to njihovi trisijalinizirani fukozilirani oblici. Kod transferina je uočeno smanjenje u razini biantenarnih nesijaliniziranih glikanskih struktura. Međutim, promjene glikozilacije transferina nisu bile toliko izražene jer imunoprecipitacijom nije postignuta zadovoljavajuća čistoća transferina za visokoosjetljivu metodu kao što je analiza glikana pomoću HPLC metode. Stoga je metodu izolacije transferina potrebno bolje optimirati.
Najveća je vrijednost ovih promjena u njihovoj potencijalnoj dijagnostičkoj primjeni, u kombinaciji s već postojećim biljezima, ili kao samostalna dijagnostička metoda.
Ključne riječi: glikozilacija, akutni pankreatitis, transferin, HPLC

10. SUMMARY

Sabina Gazafi i Toma Keser 
N-GLYCOSYLATION OF SERUM PROTEINS AND TRANSFERRIN IN THE EARLY COURSE OF ACUTE PANCREATITIS

Glycosylation is the most important post-translational modification of proteins and, as such, has a significant impact on protein structure and function. Many diseases are accompanied by changes in oligosaccharide structures of glycoproteins. In the research presented in this paper we have studied N-glycosylation of serum proteins and transferrin in acute inflammatory response in patients suffering from acute pancreatitis within first two days of their hospitalization.
We isolated transferrin from the serum using immunoprecipitation on columns and examined its purity using SDS-PAG electophoresis. N-linked glycans were released from serum glycoproteins and transferrin and then subjected to hydrophilic interaction high performance liquid chromatography (HILIC).

The results showed that glycosylation of serum proteins changes in the earliest course of acute pancreatitis. We observed a decrease in the level of biantennary glycan structures, with special emphasis on structures containing less galactose and sialic acid, and an increase in triantennary structures, especially their trisialylated, fucosilated forms. Regarding transferrin, the results showed a decrease in the level of biantennary nonsialylated glycan structures. However, the changes in transferrin glycosylation were not as apparent as the changes in total serum proteins because the immunoprecipitation method was not sufficient enough in giving us the purity of transferrin needed for a highly sensitive method of glycan analysis like HPLC. Thus, there is a need for a better optimization of the method for transferrin isolation.

The greatest value of these changes lies in their potential diagnostic usage, either in combination with other current diagnostic markers or as a standalone diagnostic method.
Key words: glycosylation, acute pancreatitis, transferrin, HPLC
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linija 1 - komercijalno dostupan transferin





linije 2-7 - transferin pročišćen iz različitih uzoraka seruma
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