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Sazetak

Glikani su lancane strukture sastavljene od velikog broja glikozidno povezanih
molekula Secera. Glikozilacija je enzimski kontrolirani proces kovalentnog vezanja glikana
na mjesto neglikanskog entiteta (aglikona). Ona igra klju¢nu ulogu u funkcioniranju
organskog sustava u njegovim fizioloskim i patofizioloskim stanjima. Imunoglobulin G
(IgG) je glavni serumski glikoprotein koji obnasa ulogu protutijela u imunosnom sustavu.
Razvojem univerzalne automatizirane metode pripreme za analizu glikozilacije proteina,

uspjeli bi se izbjeci problemi koji nastaju djelovanjem ljudske ruke.

U okviru ovog rada razvila se robotizirana metoda pripreme glikana za analizu glikozilacije
proteina iz krvi s Guthrijevih Kkartica, nakon Cega se preciznost iste usporedila s vec
koristenom manualnom metodom. Robotska radna stanica na kojoj je vrSen ovaj rad je
TECAN EVO 200 unutar kojeg je implementirana samostalna jedinica za pozitivni tlak
Reslovex A200. Karakterizacija uzoraka je provedena multipleksnom kapilarnom gel

elektroforezom potpomognutom laserski induciranom fluorescencijom.

Metoda je uspjeSno razvijena, a kvantitativnom 1 kvalitativnom analizom statistickih
izraCunatih podataka potvrduje se pouzdanost robotizirane metode pripreme za analizu

glikozilacije proteina. Robotizirana i manualna metoda su medusobno usporedne buduéi da
su vrijednosti prosjec¢nih relativnih postotnih povrSina glikanskih vrhova vrlo sli¢ne.
Standardne devijacije su nesto veée za robotiziranu metodu, §to je bilo i o¢ekivano s
obzirom da je u ovom radu ova metoda prvi puta pokrenuta. Daljnjim razvojem metode te
implementacijom dodatnih uredaja preciznost ¢e se povecati te ¢e se ova metoda pribliziti

potpunoj automatizaciji.



Summary

Glycans are chain-like structures composed of a large number of glycosidically linked
sugar molecules. Glycosylation is an enzymatically controlled process of covalently
attaching glycans to a non-glycan entity (aglycone). It plays a key role in the functioning of
the organic system in both physiological and pathophysiological states. Immunoglobulin G
(1gG) is the main serum glycoprotein that functions as an antibody in the immune system.
By developing a universal automated preparation method for protein glycosylation analysis,

the problems caused by human intervention could be avoided.

In this study, a robotic method for glycan preparation from blood samples collected on
Guthrie cards was developed and its accuracy was compared with the previously used
manual method. The robotic workstation used for this study was the TECAN EVO 200,
equipped with a self-contained positive pressure Reslovex A200 unit. Sample
characterization was performed using mltiplex capillary gel electrophoresis with laser-

induced fluorescence detection.

The method was successfully developed, and the reliability of the robotic method for protein
glycosylation analysis was confirmed through quantitative and qualitative analysis of
statistically calculated data. The robotic and manual methods were comparable, as the
values of the average relative percentage areas of glycan peaks were very similar. The
standard deviations were slightly higher for the robotic method, which was expected since
this method was first implemented in this study. Further method development and
implementation of additional devices will increase precision and bring this method closer

to complete automation.
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1. UVOD



Glikozilacija proteina je kompleksna post-translacijska i ko-translacijska modifikacija proteina
koja upravlja funkcijom i bioloSkom aktivnos¢u glikoproteina. Ona kontrolira vazne bioloske
puteve od putovanja (eng. trafficking) proteina i stani¢ne adhezije do svih interakcija izmedu
patogena i domacina. Raznolika i1 vrlo slozena struktura glikana koji su vezani za proteine je
vazna za usmjeravanje bioloskih procesa, a ukoliko se ona promijeni, moze do¢i do razvoja
odredenih bolesti. Danas je sve viSe dokaza koji ukazuju na to da glikozilacija moze mijenjati
funkcije proteina koji su vazni u terapiji. Iz tog razloga je razumijevanje procesa glikozilacije

od iznimne vaznosti za medicinu i biologiju.

Razvojem automatizirane metode za analizu glikozilacije proteina rijesili bi se mnogi problemi
koji se javljaju pri manualnom izvodenju. Primjerice, sprijecilo bi se rukovanje opasnim
kemikalijama, uklonila bi se moguénost pogreske uzrokovane ljudskom rukom ukoliko
analitiCar nema puno iskustva, sama analiza bi se ubrzala budu¢i da se automatizacija moze
provoditi cijeli dan te se postupak provodenja moze prenositi od laboratorija do laboratorija

¢ime se lagano prenosi znanje.

U ovom radu pokusala se razviti robotizirana metoda ve¢ postoje¢e manualne metode analize
glikozilacije proteina. Rezultati robotizirane metode su usporedeni s rezultatima manualne

metode kako bi se ispitala moguénost primjene robota u svrhu poboljsanja i ubrzanja analize.



2. TEORIJSKI DIO
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2.1. Glikani

Proteini, lipidi, nukleinske kiseline i ugljikohidrati su osnova grade svih organizama.
Ugljikohidrati su najbrojnija skupina bioloskih molekula [1], a njihova uloga je posebno
istaknuta u izgradnji slozenih viSestani¢nih organizama 1 organa koji zahtijevaju

medudjelovanje izmedu stanica i okolne matrice.

Glikani (Cesto zvani polisaharidi) su lan¢ane strukture velike molekulske mase koje se sastoje
od pojedina¢nih molekula Secera (monosaharida) medusobno povezanih kemijskim vezama te
su poput, nukleinskih kiselina, proteina i lipida nuzni za postojanje svih zivih organizama [2].
Glikani su prisutni u svim stanicama zivih organizama bilo samostalno kao ,,slobodni Sec¢eri*
ili ¢es¢e, kao kovalentno povezani na neku drugu biomolekulu pri ¢emu ¢ine glikokonjugate.[3]
Glikani su nalaze u vecini organizama kao i u virusima Koji nose na svome omotu lance
oligosaharida koji potjecu iz stanica zarazenog domadara.[4] Svi glikani nekog sustava, bilo to
tkiva, stanice ili organizma, nazivaju se glikomom od ¢ega i proizlazi naziv glikomika za
podrucje znanosti koje se bavi glikanima. Kod ¢ovjeka se glikom sastoji od devet razli¢itih

monosaharidnih jedinica koje su povezane specifiénim mehanizmima posebnim enzimima. [5]

Prisutnost glikana u prirodi je vrlo velika, budu¢i da su sve stanice u prirodi prekrivene s gustim
i kompleksnim razmjestajem glikana. Kod eukariota sekrecijski proteini posjeduju velike
koli¢ine kovalentno vezanih glikana, a povrSinski 1 sekrecijski glikani stanice se uglavnom
sastavljaju ER - Golgi putem. Osim toga, izvanstani¢na matrica, sekrecija te tjelesne tekuéine
eukariota su vrlo bogate glikanima.[6] Sintetski put glikana poc¢inje od ostataka monosaharida
pri ¢emu se odvija enzimski regulirani proces glikozilacije. Nastali glikani se definiraju
slijedom nukleotida koji je prisutan u genima organizma, a proces oblikovanja glikana se vrsi
preko dinamickih interakcija raznih enzima 1 proteina. [2] Za razliku od proteina za Ciju
promjenu je potrebno i do nekoliko godina (ili odredene mutacije), ljudski genom se mijenja

gotovo trenutno nakon promjena koje se javljaju u zivotnom ciklusu. [7]



2.2. Struktura glikana

Ugljikohidrati su definirani kao polihidroksialdehidi, polihidroksiketoni ili njihovi derivati,
te kao slozeniji spojevi koji reakcijom hidrolize prelaze u navedene spojeve. Monosaharidi
posjeduju karbonilnu skupinu vezanu na kraju ugljikovog lanca (tzv. aldehidna grupa) ili
karbonilnu skupinu vezanu na ugljikov atom unutar lanca (tzv. ketolna grupa). Stoga se ove
dvije vrste monosaharida nazivaju aldoze i ketoze, te se ne mogu hidrolizirati u jednostavnije
oblike.[2] Slobodni monosaharidi mogu postojati kao otvoreni lanci ili kao prstenaste strukture.
Najjednostavniji monosaharid je gliceraldehid, dok su naj¢e$¢i nama najpoznatiji monosaharidi

sa Sest ugljikovih atoma - glukoza, galaktoza i fruktoza.
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Slika 1. Najpoznatiji ugljikohidrati (preuzeto iz Varki, Essentials of glycobiology, 2022.[2])

Do formiranja disaharida dolazi povezivanjem molekula monosaharida posebnom vrstom veze
koja se zove glikozidna veza. Glikozidna veza je kovalentna veza izmedu molekule
ugljikohidrata (glikana) i neke druge skupine koja ne mora strogo biti ugljikohidrat. Glikozidna
veza obi¢no ukljucuje vezanje molekule monosaharida na neki ostatak putem hidroksilne grupe
anomerskog centra, pri ¢emu dolazi do nastajanja alfa ili beta veza koje su odredene odnosom
izmedu glikozidnog kisika i anomernog ugljika. Navedene vrste veza su u velikoj mjeri
zasluzne za razlicita strukturna svojstva i bioloske funkcije jedinica koje su jednake u sastavu.
Prstenaste strukture monosaharida su osnova oligosaharida, kod kojih se linearni ili razgranati

lanci monosaharida povezuju jedni na druge putem glikozidne veze. [2]

Primarna struktura glikana je odredena redoslijedom i vrstom monosaharidnih ostataka,
prirodom i mjestom neglikanskog entiteta, koji se naziva jos i aglikon, na kojeg je glikan vezan
te samim polozajem glikozidne veze. Osim toga, glikani mogu biti povezani na razli¢ita mjesta

na glikoproteinu. [8]
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Slika 2. Kompleksna struktura glikana (preuzeto i modificirano iz Creative Proteomics,

Structural Characterization of Glycans)



2.3. Glikozilacija

Glikozilacija je najces¢i i najkompleksniji oblik ko- i post-translacijske modifikacije
proteina. [9] Glikozilacija je enzimski proces u kojoj se glikani kovalentno vezu na
funkcionalnu skupinu druge molekule pri ¢emu dolazi do formiranja glikokonjugata. Svojstva
nastalih glikokonjugata (glikoziliranih proteina i lipida) ovise o mjestu na kojem se odredeni
glikan veze na akceptorsku molekulu te o samoj slozenosti glikana. Glikozilacija igra vaznu
ulogu u razli¢itim bioloskim i biokemijskim procesima[10+], kao $to su oplodnja, bolesti srca,
dijabetes te razvoj patoloskih dogadaja, npr. infekcije, upale pa ¢ak i karcinom.[10] [11] Osim
toga, glikozilacija igra bitnu ulogu u razvoju i funkcioniranju organskih sustava, posebice
kardiovaskularnog, zivéanog i imunosnog sustava.[11] [12] Zbog navedenih karakteristika
glikozilacije, ona je Cest predmet laboratorijskih istraZzivanja budué¢i da postoji velika
raznolikost u glikozilaciji proteina kod razli¢itih vrsta, §to moze uveliko pomoéi u
razumijevanju bolesti i bioloskih procesa. Razumijevanje same glikozilacije proteina moze

pomoc¢i u razvoju novih oblika terapija i pobolj$anju zdravlja pojedinca.[13]

Razlikuju se cetiri tipa glikozilacije: N-glikozilacija, O-glikozilacija, C-glikozilacija i S-
glikozilacije. Kod N - glikozilacije se odvija proces adicije glikana na dusikov atom asparagina
koji se nalazi u proteinu.

N - glikozilacija je od posebnog znacaja za istrazivanje, buduci da sudjeluje u imunosnom
odgovoru tijela, stabilizaciji proteina i signalizaciji stanica.

Proces koji se odvija kod

O - glikozilacije je dodavanje glikana na hidroksilne skupine serina (Ser) u proteinima. Osim
serina, moguca je adicija i na hidroksilnu skupinu treonina u proteinu. Ovaj oblik glikozilacije
je zastupljen u ekstracelularnim proteinima (npr. proteoglikanima) koji su vazni za izgradnju i
funkciju vezivnog tkiva. [14]

C - glikozilacija je rjedi oblik glikozilacije te je za nju karakteristi¢cno dodavanje glikana na
atom ugljika aminokiseline u proteinu (uglavnom triptofan ili tirozin).

S - glikozilacija se odnosi na vezanje oligosaharida na atom sumpora cisteina. Ovaj oblik
glikozilacije je rijedak u odnosu na ostale, a prvi put je uo€ena u ljudskim i bakterijskim

peptidima. [15]

Dvije najvise istrazene vrste glikozilacije su N- i O- glikozilacija. Vezanje N - glikana na protein
zapocinje u endoplazmatskom retikulumu dok jos traje translacija proteina, a nastavlja se u
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Golgijevom aparatu, dok se O-glikozilacija odvija isklju¢ivo posttranslacijski u Golgijevom
aparatu.[16] Ovisno o tome dolazi li do N- ili O- glikozilacije, odnosno jesu li glikani na protein

vezani N- ili O- glikozidnom vezom, razlikujemo N vezane i O vezane glikane. [17]

2.4. Glikoproteini

Glikokonjugat je spoj kod kojeg je jedan ili viSe monosaharidnih ili oligosaharidnih jedinica
kovalentno povezano na aglikon. Budu¢i da se glikozilacija javlja na razli¢itim biomolekulama,
to rezultira glikoproteinima, proteoglikanima i glikosfingolipidima. Osim ovakvog oblika
postojanja glikokonjugata, druge klase glikana mogu postojati kao slobodni oligosaharidi pa

¢ak i kao glikozilirana RNA.

| clkosingolipid
Slika 3. Prikaz vrsta glikokonjugata (slika preuzeta i modificirana iz High-Throughput
Glycomic Methods, 1. Trbojevi¢-Akmacic i sur. 2022[18])

Proteinski glikokonjugati se dijele na proteoglikane i glikoproteine, ovisno o udjelu glikana u
masi molekule. Proteoglikani posjeduju razgranate saharidne strukture koje mogu biti povezane
na peptidne (krace) ili proteinske (dulje) lance. Kod glikoproteina su jednostavne glikanske
strukture vezane na proteine te oni ¢ine gotovo dvije treCine ukupnog broja proteina u

organizmu.[18]



2.5. N - vezani glikani

N - vezani glikani se klasificiraju u 3 skupine prema vrsti, veli¢ini i na¢inu vezanja struktura
glikana na okosnicu. Skupine su oligomanozni, kompleksni i hibridni glikani. Okosnica na koju
se vezu monosaharidi je ista kod svih skupina, a ¢ine ju dva N - acetilglukozamina (GIcNAc)
na koje su vezane tri manozne jedinice (Manal—-6(Manal-3)ManB1-4GIcNAcBI-
4GIcNAcP1-Asn-X-Ser/Thr). Takva veza izmedu monosaharida i skupine koja sadrzi dusikov

atom se naziva N-glikozidna veza. [19]

Unutar niza Asn-X-Ser/Thr, X predstavlja neku aminokiselinu osim prolina, zbog toga §to on
stericki ometa formiranje gliokozidne veze zbog svoje strukture. Otprilike 70% proteina
posjeduje Asn-X-Ser/Thr sekvencu, a otprilike 70% sekvenci posjeduje N - glikane. [2]
Oligomanozna skupina posjeduje dva do Sest manoznih ogranaka koji se povezuju na glikansku
okosnicu. Kompleksni tipovi posjeduju tzv. ,,antene* sastavljene od N - acetilglukozamina,
galaktoze i sijalinske kiseline, dok je hibridni tip kombinacija je prethodna dva tipa. N -
glikozilacija je visoko konzerviran proces od velikog znac¢aja budu¢i da je ustanovljeno da je
vise od 7000 proteina u ljudskom organizmu N - glikozilirano. [19] N - glikozilacija sudjeluje
u smatanju proteina, prijenosu proteina i prijenosu signala te je zato vrlo vazna u raznim
fizioloSkim fenomenima kao §to su razvoj, neurogeneza i imunitet na koje djeluje reguliranjem

funkcije proteina.[20]

Prekursor N - glikana je biosintetiziran u endoplazmatskom retikulumu od dolikol fosfata (Dol-
P) koji je izrazito hidrofobna, poliizoprenoidna molekula. Djelovanjem raznih enzima
(glikozidaze i glikoziltransferaze) dolazi do stvaranja oligosaharida koji se prebacuju u Asn-X-

Ser/Th sekvencu proteina. [19]
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SIMBOLICNI PRIKAZ NAJCESCIH MONOSAHARIDA I VEZA
O Galaktoza (Gal) * Ksiloza (Xy1)
B N. acetilgalaktozamin (GalNAc) & . scetineuraminska kiselina (NeuSAc)
N Galaktozamin (GalN) <> N - ghkolineuramenska kiselkna (NeuSGc)
@ Giukoza (Gle) @ 2-keto- 3 - deoksinonoska kiselina (Kdn)
B N - acetilghukozamin (GlcNAc) A Fukoza (Fue)
N Glukozamn (GleN) A Glukuronska kaselina (GleA)
‘ Manoza (Man) & lduronska kiselma (1doA)
B N.acetimanozamin (ManNAc) Q‘/ Galakturonska kaselina (GalA)
N Manozamin (ManN) P Manuronska kiselina (ManA)

Slika 4. Prikaz tipova N - vezanih glikana (preuzeto i modificirano iz Stanley i sur., 2017[16])

2.6. O - vezani glikani

Postoji mnogo razloga zasto se N - vezani glikani proucavaju vise od O - glikana. Ti razlozi
su ¢injenica da su N - glikani povezani na evolucijski konzerviranu aminokiselinsku sekvencu,
dok O - glikani mogu biti povezani na bilo koji Ser ili Thr u proteinu. Drugi razlog je taj §to
skoro niti jedan enzim ne moze otpustiti O - glikane, dok se N - glikani jednostavno otpustaju

iz proteina s enzimima poput PNGaze F ili A. [21]

O - vezani glikani su vezani na polipeptid preko N - acetilgalaktozamina (GalNAc) na
hidroksilnu grupu serinskog ili treoninskog ostatka preko tzv. O - glikozidne veze. U Sirem
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znaCenju, oni predstavljaju povezivanje molekule Secera na atom kisika. O - glikozilacija se
odvija u Endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu nakon smatanja proteina. Za
odvijanje ovog procesa je zasluzni su enzimi GalNAc transferaze (GALNTS), kojih ima 20

razlicitih tipova. [2]

N-veza O-veza
asparagin serin

CH,OH

-0 |

| |
N CH,OH HN
: O—CH,—CH

Q) (=0 (lf=()
| I
| 1
NH N-acetilglukozamin NH N-acetilgalaktozamin
vezan na asparagin | vezan na serin

Os=( U=(|

CH, CH,

Slika 5. Prikaz vrsta glikoproteina (preuzeto iz Cooper i Hausman, 2004.[1])

2.7.Imunoglobulin G

Prepoznavanje antigena u imunosnom sustavu ¢ovjeka se vrsi preko dvije vrste limfocita,
limfocita B i limfocita T. Limfociti B su odgovorni za stvaranje protutijela poznatijih pod
nazivom imunoglobulini. [22] Imunoglobulini su heterodimerni glikoproteini koji su gradeni
od dva laka 1 dva teSka lanca. Laki 1 teski lanci posjeduju varijabilna podrucja koja mogu
djelovati kao kontaktna mjesta za antigen. Takoder, posjeduju i konstantna podruc¢ja koja
omogucuju sklapanje proteina i posrednicke efektorske funkcije. Izotipovi i podklase protutijela
su odredene konstantnim podrucjem teSkog lanca implementiranog u imunoglobulinski (Ig)

kompleks. Ljudski Ig sustav je podijeljen u 5 izotipova: IgM, IgD, IgA, IgE, i IgG. [21]
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Slika 6. Strukturna grada protutijela (preuzeto i modificirano iz Antibody structure and
classes, Britannica)

Imunoglobulin G (I1gG) je glavni serumski glikoprotein koji obnaSa ulogu protutijela u
imunosnom sustavu. Koncentracija u plazmi zdravih osoba je izmedu 7-16 mg/mL. [22] 1gG se
sastoji od Cetiri polipeptidna lanca, dva identi¢na teSka i laka lanca. Laki lanac se sastoji od
dvije domene ¢iji su nazivi Vi 1 C, dok se teski lanac sastoji od Cetiri domene, odnosno V,
CH1, CH2 i CH3. Oznake V i C oznacavaju dvije regije: varijabilne (NH2-) na koje se veze
antigen i1 konstantne (COOH-) regije koje odreduju efektorske funkcije. Svaka C i V regija se
sastoji od otprilike 110 do 130 aminokiselina. Varijabilne domene nastaju sloZzenim nizom
dogadaja preuredivanja gena, nakon ¢ega se mogu podvrgnuti somatskoj hipermutaciji nakon
izlaganja antigenu. Postoji pet glavnih klasa domena C teskog lanca i prema tome se razlikuju

izotipovi . [23]
Teski 1 laki lanci formiraju tri strukturno nezavisne proteinske jedinice, ukljuc¢ujuc¢i dva antigen-
vezujuca fragmenta (Fab) i jedan kristaliziraju¢i fragment (Fc). Prepoznavanje antigena se vrsi

preko njegovih Fab regija, to¢nije preko domena Vi i Vu. Oni odgovaraju gornjim Krajevima
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strukture Y-oblika, dok se Fc regija nalazi u podnozju Y oblika. [24] Fab se moze dalje podijeliti
na varijabilni fragment Fv koji se sastoji od VL i V4 domena, i na konstantni fragment Fb koji
se sastoji od C i CH1 domena. CH1 domena teskog lanca se nalazi unutar Fab regije, dok Cn2
i Cn3 pripadaju Fc regiji. Ovaj Fc fragment je zasluzan za definiranje izotopa i podklase
imunoglobulina izmedu kojih postoje znaCajne razlike u aminokiselinama. Podklase
imunoglobulina G su 1gG1, 1gG2, 1gG3 i 1gG4. Bez obzira na te razlike, svaka Cn regija se
savija u poprilicno konstantnu strukturu koja se sastoji od 3 do 4 lan¢ane beta plocice koje su
povezane disulfidnom vezom. [25] Fc fragment obnasSa efektorsku ulogu vezanjem na Fc
receptor na efektorskim stanicama ili aktiviranjem nekih drugih imunosnih medijatora. Zato
promjene u Fc regiji uvelike utjeCu na rezultat ukupne interakcije protutijelo - antigen.
Sekundarna uloga Fc regije je utjecaj na kinetiku vezanja (pa Cak i na afinitet vezanja)

protutijela na Fv regiju §to utjeCe na prepoznavanje antigena. [26]

lako je 1gG podijeljen u nekoliko podklasa (1gG1, 19G2, IgG3 and 19G4), Fc regijama svake
podklase zajednicko je jedno konzevirano N - glikozilacijsko mjesto u svakoj CH2 domeni te je
par N - glikana smjeSten upravo izmedu dvije CH2 domene.[26] Profili glikozilacija 1gG - Fc
ovise o vise razli¢itih ¢cimbenika kao recimo o vrsti, dobi, uvjetima te o patoloskom statusu
organizma ¢ije ga stanice proizvode. Pojavom razli€itih upalnih bolesti taj profil glikozilacije
se moze promijeniti. [27] [28] Konzervirano N - glikozilacijsko mjesto se nalazi na poziciji 297
na granici izmedu dvije domene CH2 i Ch3. lako je ovo mjesto Cesto smatrano kao jedino
glikozilacijsko mjesto u 1gG - u, V regija otprilike 10-15% svih protutijela je takoder
glikozilirana i takva glikozilacija utjee na karakteristike vezanja antigena. [29] Struktura 1gG

glikana se sastoji od N - acetilglukozamina i ostataka manoze. [30]
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Slika 7. Prikaz N - glikana vezanog na IgG (preuzeto i modificirano iz 1gG Subclasses and

Allotypes: From Structure to Effector Functions; Visarsson i sur., 2014 [28])
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Slika 8. Grada imunoglobulina G (preuzeto i modificirano iz Cruse, J.M., and Lewis,

R.E.Atlas of immunology)
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2.8. Analiza strukture glikana/ Visokoproto¢ne analize N-glikana imunoglobulina G

Budu¢i da su glikani i glikokonjugati jedinke vrlo male veli¢ine, za analizu njihove strukture
potrebno je primijeniti izrazito osjetljive tehnike analize koje ¢e biti kompatibilne za analizu

sloZene strukture i male koli¢ine analita. [31]

Visokoprotocna glikomika se temelji na nekoliko razlicitih tehnologija koje se koriste za
profiliranje glikana. Takve tehnologije najbolje rezultate daju kada se koriste paralelno. Svaka
od ovih tehnologija zahtjeva specifi¢ne analiticke uvjete i postupke obrade podataka kako bi se

dobili pouzdani i robusni podaci. [18]

T
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glikoproteina

\1%}& A deglikozilacija \ . ii&m %
&

deglikozilacija

(=] 'Q"
w
2
pc-) derivizacija derivizacija
= fluorescentno fluorescentno sijalinske sijalinske
< oznatavanje oznagavanje kiseline kiseline
: t} tf
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< =< % Q<
! spe SEE 6% c-18
SPE rotiscavanje  Protiscavanje S progiséavanje
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U(H)PLC-FLR CGE-LIF MALDI-MS MALDI-MS LC-ESI-MS

Slika 9. Prikaz metoda visokoproto¢ne analize N-glikana 1gG-a (preuzeto i modificirano iz
High-Throughput Glycomic Methods, 1. Trbojevi¢-Akmacic i sur. 2022[ [18])
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2.8.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti temeljena

na hidrofilnim interakcijama (HILIC - UHPLC)

Trenutno postoji nekoliko pristupa visokoproto¢noj analizi N-glikana: tekucinska

kromatografija vrlo visoke djelotvornosti (UHPLC, eng. ultra-high-performance liquid

chromatography), tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (LC-MS, eng.

liquid chromatography mass spectrometry), kapilarna gel elektroforeza (CGE, eng. capillary

gel

electrophoresis) i

matriksom potpomognuta

laserska desorpcija spregnuta sa

spektrometrijom masa (MALDI-MS, eng. matrix-assisted laser desorption/ionization). [18]

>
g

®
g

Falative Intoraiy (%) 4,

Hormalized inbeneity je.u}.

o

Heemakzed intonsity (RFLY

g |

[=]

. s HILIC-UHPLC-FLD
t3
: L TR
- 2 e m
u=u
[ ] [ ELX]
22 Y aaas
*l‘. =--| “=“ [ LI X
B f s
[FLUA 1 1

I

% E hutian time {min)
& &
N ] R CGE-LIF
et 1 :
g 58 -
b e | 2B e : ¥ nii
am R : FE Tgm "
* -1 o -
L el e 1 , La ! HH
[N ] 1 - L - . -
pan ol 88 le i & = i & * B4
[ L/ i g o LAl ] " e
.-*u. = l=-|||| ' =--|l| i &l N ogom! o e :
i T I -] ' . e -3 " ==I= Ll S = . e
=| LA ' IR ™ : i om : L] -9 L1
i ' ' . ol - 'u i s,
MW | M- EN | RN & 1
iusBa S eg= pEag HHEY ¥ YU M RS M EHM E ¥ B H EREE & % 7
r T T T T -l
1] 180 210 240 0 s Hesrralzed migiatasn lirme (MTL L
e P MALDI-MS
Lap s8 51 L g8 gt i3 " d ol Ha A
4w v L Lo - Epam
H : H =‘ L . e £ =t g
s * e 1 L - 13 i | aaawm 8
s | & ] Ll g ¥ * 5, o0
a_m &b L] ] L) Bl RN & i AEEE
= i [} a:b X ‘I ef dd & 1 .5
H i !u., i . uan "*,: v 8 T e e T
. t & . 3 L - "
1y = R - =t.-- - SERE s af 1
\ TR R T T H
e N | T " 8, e ! S
= \ y 2 ] l . i 4 l H
1 i v [ =
i P I.l[ i .u!ill-. L I shod.a l whl ) l : = L
L *5 334 BE ¥ & 2 mE I = 3 SGnCES E T ] 1
-
1500 000 2500 3000 JE0 ez
A Fuoss @ Warmcss O Galacices [l Macedyiphoossmane & ol 3 Macebyinewraminic aced & o2 & Nacehfrmoraming scd  ~ Reducing e

Slika 10. Krajnji rezultati visokoprotocnih metoda za analizu glikana (preuzeto i modificirano

iz High-Throughput Glycomic Methods, I. Trbojevié-Akmaci¢ i sur. 2022[ [18])

Najcesce se koristi UHPLC zbog relativno niske cijene opreme, vrlo dobre, pouzdane i robusne

kvantifikacije 1 moguénosti odvajanja glikanskih izomera.[32] Ukratko, ona ukljucuje
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otpustanje N-glikana iz proteina, fluorescentno bojanje otpusStenih N-glikana s 2-AB u

prisutnosti reducensa, postupak ¢is¢enja te naposlijetku UHPLC analizu.

HILIC - UHPLC kromatografija je tehnika razdvajanja kemijskih spojeva koja svoju primjenu
Cesto nalazi u analiti¢koj kemiji i biokemiji budué¢i da je pogodna za razdvajanje polarnih
spojeva (tj. polarnog analita), npr. aminokiselina, Secera, peptida i dr. u relativno kratkom

vremenskom intervalu. [33]

Buduéi da se koristi hidrofilna stacionarna faza i hidrofobna mobilna faza, ovaj oblik
kromatografije pripada podvrsti normalno-fazne kromatografije. Mobilna faza HILIC - UHPLC
kromatografije posjeduje veéi sadrzaj organskog otapala nego $to je to slucaj kod tradicionalne
kromatografije, dok je stacionarna faza hidrofilna. Takva izvedba uvelike povecava selektivnost
1 osjetljivost ove tehnike jer omogucuje preciznije razdvajanje polarne i hidrofilne molekule.
Drugim rije¢ima, §to je analit hidrofilniji, njegovo retencijsko vrijeme ¢e biti dulje. Ova tehnika
je posebno korisna za analizu malih molekula koje su previse polarne za analizu pomocu

standardne reverzne faze tekuce kromatografije. [34]

Kolone HILIC - UHPLC kromatografije su ispunjene sitnim ¢esticama obi¢no silicij dioksida
ili nekim drugim materijalom koji takoder posjeduje hidrofilne grupe koje su vezane na
stacionarnu fazu. Prisustvo takvih grupa omogucuje bolje zadrzavanje polarnih analita. Buduc¢i
da su glikani izrazito polarni hidrofilni spojevi, HILIC - UHPLC kromatografija omogucéava
njihovo razdvajanje te karakterizaciju prema veli€ini, sastavu, funkciji 1 strukturi. Ta ¢injenica
je kljucna za istrazivanje glikozilacije proteina, buduéi da se HILIC - UHPLC kromatografijom
mogu razdvojiti glikozilirani proteini, §to omogucava analizu Secernih lanaca vezanih na

proteine. [18]

Medutim, HILIC - UHPLC kromatografija posjeduje i neke nedostatke. Naime, ona je osjetljiva
na promjene u pH vrijednosti mobilne faze, §to dovodi do slabljenja tehnickih karakteristika
sustava. Osim toga, rukovanje i odrzavanje HILIC - UHPLC kromatografije je skupo i slozeno.
HILIC - UHPLC se cCesto koristi za analizu slobodnih (tj. otpustenih) glikana koji su prije
detekcije odvojeni sa svoga proteinskog nosaca, koji je u vecini sluc¢ajeva monolitna protein G
plocica. Postupak pripreme uzoraka za ovaj oblik kromatografije se sastoji od nekoliko koraka.
Prvi postupak, oslobadanje N-glikana, moze se izvesti od proc¢is¢enog glikoproteina od interesa

(npr. 1gG) ili izravno od slozenijeg uzorka poput krvne plazme/seruma. Slijedeci korak je
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deglikozilacija, koja predstavlja proces uklanjanja ugljikohidratnog entiteta od glikoproteina
pomocu enzima PNGaze F. [35] Nakon nje, slijedi postupak fluorescentnog oznacavanja
otpustenih glikana, postupak ¢is¢enja (eng. clean up) te naposljetku kromatografska analiza.
Detekcija glikana se moze odvijati preko elektrokemijskog detektora ili ¢ak u masenom
spektrometru (u sluc¢aju da iz nekog razloga glikani nisu obiljezeni). Budu¢i da glikani ne
posjeduju ni kromofornu ni fluorofornu skupinu oni se sami kao takvi ne mogu detektirati u
HILIC - UHPLC kromatografiji. Zbog toga se glikanima modificira struktura, odnosno
derivatiziraju se reduktivnom aminacijom obi¢no 2-AB-0m.[34] Proces obiljezavanja se vrsi na
reducirajuéem kraju oligosaharida tako da je stehiometrijski omjer u kojem se odvija reakcija

obiljezavanja 1:1. Drugim rije¢ima, jedan glikan reagira s jednom molekulom 2-AB. [35]

Profil “obiljezenih™ glikana na kromatogramu se usporeduje s profilom oligomera glukoze,
odnosno produktima reakcije hidrolize dekstrana. Analizom linearnih glukoznih oligomernih
lanaca dobivena retencijska vremena rastu s brojem monomera, a taj broj nazivamo glukoznim
jedinicama (eng. glucose units, GU) te on sluzi za prikaz retencijskih vremena glikana
analiziranog uzorka. [36] [37] [38]
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Slika 11. Reprezentativni kromatogrami: A) 2-AB oznaceni IgG N - glikani; B) 2-AB
oznaceni N - glikani iz plazme/seruma; C) 2-AB oznaceni dextran; D) slijepa proba/voda
(preuzeto iz High-Throughput Glycomic Methods, 1. Trbojevi¢-Akmacié i sur. 2022[16])

Najcesce koristena fluorescentna boja je 2-AB koje daje visoke fluorescentne signale, iako se
ne ionizira lako. Zadnji nekoliko godina pocela su se koristiti bojila koja su bolje primjenjiva u
odnosu na 2-AB kao $to su: prokainamid (ProA), 6-aminokvinolil-N-hidroksisucinimidil
karbamat (AQC) i RapiFluor-MS. [39] [40] Primjenom novih boja, npr. AQC, Instant AB,
InstantPC i RapiFluor-MS-a se postize zna¢ajno smanjenje vremena potrebnog za oznafavanje

glikana.
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Slika 12. Prikaz kemijskih struktura koristenih bojila

Postupak oslobadanja N - glikana moze se izvesti od proc¢iS¢enog glikoproteina od interesa (npr.

IgG) ili od slozenijeg uzorka poput krvne plazme/seruma.
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Slika 13. Reprezentativni kromatogram IgG 2-AB oznacenih glikana koji su razdvojeni u 24
kromatografska vrha metodom HILIC - UHPLC (preuzeto iz High-Throughput Glycomic
Methods, I. Trbojevié-Akmacié¢ i sur. 2022[ [18])

Peak 1 2 3456789 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22232425 26 272829 30 313233343536 37 38 39

Slika 14. Reprezentativni kromatogram plazma/seruma 2-AB oznacenih N - glikana koji su
razdvojeni u 39 kromatografskih vrhova metodom HILIC-UHPLC (preuzeto iz High-
Throughput Glycomic Methods, I. Trbojevi¢-Akmacic¢ i sur. 2022[ [18])
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2.8.2. CGE-LIF (kapilarna gel elektroforeza s laserom induciranom

flourescencijskom detekcijom)

Povijesno gledano, CGE-LIF je ¢esto koriStena metoda za sekvencioniranje DNA. Buduci
da se radi o izrazito osjetljivoj metodi, ona svoju primjenu nalazi i u karakterizaciji glikana.
[40] Najcesca izvedba ove elektroforeze je kao 4, 8 ili 16 kapilarna izvedba. U odnosu na MS i
UHPLC, ova metoda pruza vecu osjetljivost te separaciju izobarnih struktura bez zrtvovanja

svoje robusnosti i bez povecanja cijene analize. [41]

Glavni nedostatak ove metode i razlog zasto upravo ona nije najzastupljenija metoda
karakterizacije glikana su nedovoljne razvijene baze podataka koje se koriste za oznacavanje
glikanskih vrhova (eng. peaks) i nedostatak glikanskih standarda. Stovige, povezivanje CGE-a
S MS-om jos uvijek je izazovno, ¢ine¢i strukturnu oznaku vrhova glikana prili¢no slozenom. S
druge strane, kapilarna elektroforeza (CE) u kombinaciji s pozitivnim ionskim na¢inom rada
ESI-MS putem sucelja bez omota¢a omogucuje uc¢inkovitu desolvataciju kapljica i ionizaciju
analita. lako se zbog duljeg vremena analize i manje robusnosti uglavnom Koristio za dubinsko

profiliranje, a ne u HT (High Throughput) glikomici. [42]

Priprema uzoraka za CGE se sastoji od nekoliko koraka: izolacija proteina od interesa (ukoliko
je potrebno), deglikozilacija, fluorescentno oznafavanje slobodnih N - glikana, proces
prociS¢avanja nakon kojeg slijedi CGE separacija s LIF detekcijom. Za razliku od
flourescentnih tvari koje se koriste za oznacavanje glikana kod UHPLC-a, tvari koristene kod
CGE analize su nabijene kako bi se mogla odvijati elektroforetska separacija. Najcesce
koriSteno bojilo je negativno nabijeni APTS, koje je upareno s N-glikanima procesom
reduktivne aminacije koriste¢i NaBH3CN ili 2 pikolin boran kao reducense. Dodatkom octene
ili limunske Kiseline povecava se ucinkovitost oznacavanja glikana APTS-om. Primjerice,
octena kiselina omogucuje postizanje uc¢inkovitosti oznacavnja glikana od 95%. [43] Buduci da
se radi o analizi Cije je provodenje skupo, ona zahtjeva iznimno ucinkovite postupke
prociscavanja glikana kako bi se dobili Cisti fluorescentno obiljezeni N - glikani te osigurala

mogucénost ponavljanje analize.

Temperatura provodenja procesa derivatizacije 1 vrijeme trajanja istog su faktori koji utjeCu na
brzinu i uc¢inkovitost oznacavanja glikana i minimalnu desijalizaciju, stoga je ove parametre

potrebno optimirati. Tako je skupina znanstvenika [2] dokazala da APTS oznacavanje glikana
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(uz prisustvo octene kiseline) pokazuje otprilike 50% losije rezultate ako se provodi 2 sata u
odnosu na provodenje istog procesa preko noéi. U slucaju provodenja procesa preko noci,
koli¢ina sijalinskih kiselina ¢e se smanjiti. Provodenjem procesa uz limunsku kiselinu, do¢i ¢e
do brze reakcije oznacavanja (50 min na 50 °C za razliku od inkubacije preko no¢i na 37 °C) s
10 puta nizom upotrebom APTS-a i gotovo nikakvim gubitkom sijalinske kiseline. Stoga se
reakcije oznacavanja u HT studijama mogu izvoditi u otopini uz upotrebu limunske kiseline.
[44]

Princip rada CGE-LIF metode se zasniva na elektrokinetickom injektiranju fluorescentno
oznaCenih negativno nabijenih glikana u kapilare tako $to primjenjujemo nizak napon u
kratkom vremenu. [45] Nabijeni glikani putuju elektricnim poljem kroz kapilare te se
razdvajaju na temelju njihovog odnosa masa/naboj i hidrodinami¢kog volumena. Dobiveni
rezultati se prikazuju u elektroferogramu gdje se nakon integracije svakog vrha (eng. peak)
odvija normalizacija ukupne povrSine koja se koristi za ekstrahiranje koli¢ina glikana kao

relativnih udjela ukupne povrsine ispod grafa.[18]

Kao §to je navedeno kod UHPLC metode, provodenjem analize glikana CGE metodom,
pojedinacne stukture glikana su prikazane odredenim vrhovima s vrijednostima (GP). Odredene
vrijednosti koje se pripisuju svakom glikanskom vrhu se racunaju na temelju fluorescentno

oznacene standardne oligosaharidne ljestvice (obi¢no maltodekstrin ili dekstran). [46] [47]
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Slika 15. Elektroferogram dobiven na kapilarnoj elektroforezi koji prikazuje glikane
razdvojene u 28 glikanskih vrhova (preuzeto iz High-Throughput Glycomic Methods, I.
Trbojevi¢-Akmacié i sur. 2022[ [18])
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2.9. Automatizacija procesa glikozilacije

Glikozilacija je vrlo bitan proces u fizioloSkim i patofizioloskim stanjima. Zbog toga je
glikozilacija danas Cesto istrazivano podruc¢je jer omogucuje predvidanje, a samim time i
sprjecavanje razli¢itih bolesti kao npr. dijabetesa i raznih kardiovaskularnih bolesti. Razvojem
automatizirane metode analize glikozilacije proteina ona bi se prosirila na razlicite laboratorije
te bi se izbjegli problemi koji se javljaju pri manualnom izvodenju. U tu svrhu su se dizajnirale
viSenamjenske robotske radne stanice kako bi zamijenile proces manualnog uzorkovanja,
mijeSanja 1 kombiniranja kapljevitih uzoraka. Ovi uredaju su postali sve ce$¢i stanovnici
bioloskih istrazivackih laboratorija te rjeSavaju probleme kontaminacije uzoraka i mijenjaju
Covjeka. [48] [49]

Robotske radne stanice pocinju sve vise pronalaziti ulogu u podruéju glikomike, buduéi da
omogucuju rad bez ljudskog nadzora. Unutar robotskog prostora moguce je implementirati
opremu koja ¢e takoder sluziti za potrebe odvijanja procesa kao §to su vakumski uredaj za
filtriranje uzoraka, centrifuga, inkubatori, mijesalo, itd. [50] Prilikom implementacije
automatizirane opreme u laboratorijski rad, treba uzeti u obzir volumen s kojim robot moze
raditi, preciznost koju pruza robot, potreban prostor za njegov smjestaj te kompleksnost

rukovanja njegovog programskog sucelja.
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Slika 16. Prikaz dva tipa automatiziranih radnih stanica

Razlikuju se dva tipa automatiziranih radnih stanica koje se koriste u glikoloskim
laboratorijima: kartezijevska konfiguracija i antropomorfska konfiguracija. Robotska radna
stanica s kartezijevskom konfiguracijom je programirana da moze pomicati injektor u smjeru
sve tri osi (X,y,z) [50] Takvo pomicanje omogucuje translatorno gibanje tzv. end-effector-a koji
upravlja uredajem za doziranje kapljevina ili hvatanja plo¢a. Glavne prednosti robota za
rukovanje s tekué¢inama su ponovljivost, stabilnost i preciznost. [49] Antropomorfska radna
stanica kako i naziv govori, nastoji oponasati gibanje ljudske ruke, a glavna komponenta stanice
je robotska viSezglobna ruka koja u sebi ima implementirane prste kao hvataljke. Ti prsti se

koriste za rukovanje pipetama i plasticnim posudem. [48]

U analitickim postupcima glikomike postoje brojne radnje koje su moraju provesti kako bi se
proces uspjesno doveo do kraja kao npr. gel filtracija, resuspendiranje, ionska izmjena ili

afinitetna kromatografija. Nazalost, ne mogu se svi ti procesi automatizirati u procesu HT

analize. [51]
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Sto se ti¢e glikoprofiliranja seruma ili plazme N-glikoma, postoji odreden izazov zbog izrazite
kompleksnosti glikoproteina koji se moraju izolirati i procistiti kako bi se dobili izolirani glikani
iz kojih ¢e se dohvacati informacije za istrazivanje. Za automatizaciju tog procesa, koriste se
dvije strategije za izoliranje procis¢avanje protutijela na kojemu su glikani: koriStenje plocCica
s 96 jazica s proteinskim nosacem ili koristenje upakiranih vrhova pipeta s afinitetnom smolom.
[52] Zbog same slozenosti izvedbe, vrhovi s afinitetnom smolom se ne koriste tako Cesto u
automatizaciji glikozilacije. S druge strane, svaki alat koji je izveden u obliku ploce se moze
jednostavno implementirati u bilo koju robotsku radnu stanicu. Konkretno, za izolaciju 1gG-a

iz seruma ili plazme se koriste ploCice s proteinom G na koje se glikoprotein veze te ispire. [52]

Jedan od najvecih nedostataka glikozilacijskih analiza je vrijeme potrebno za pripremu uzoraka
za analizu. Zato se sama primjena robotskih radnih stanica za automatizaciju procesa namece
kao novo i relativno pouzdano rjeSenje. Vaznu ulogu u postepenoj automatizaciji glikozilacije
ima plasti¢ni pribor, to¢nije plocice na kojima se provodi ili vezanje glikana ili procis¢avanje,
zato je komercijalna dostupnost istih vrlo bitna. Uz plocice, klju¢nu ulogu igraju i nastavci za

pipete bez kojih se proces glikozilacije ne moze prevesti iz manualnog u automatsko. [53]

Korak gdje je vrlo vazno iskustvo i znanje operatera je prijenos manualne HT metode na
automatiziranu platformu pri ¢emu se ta metoda mora optimirati radi postizanja najboljih
rezultata. Osim toga, analitiCar mora biti sposoban programirati robotiziranu radnu stanicu u
njezinom operativnom programu kako bi racunalo i robot bili savrSeno uskladeni. Zato je
potrebno da je operater radne stanice visoko osposobljen analitiCar te sposoban razmisljati iznad
radnih okvira (eng. out of the box) kako bi odlucio koje korake je moguce supstituirati, ukloniti

ili dodati kako bi se ukupni proces proveo do kraja. [54]

Postoji nekoliko prednosti koriStenja automatiziranih metoda: automatizacija uklanja veéinu
ljudskih pogresaka te tako daje pouzdanije rezultate; povecava se sama preciznost metode Sto
daje kvalitetnije rezultate; automatizacija uklanja fizicki stres repetitivnog pipetiranja rukom;
smanjuje se sklonost rukovanja s opasnim kemikalijama i procesima; viSe uzoraka se moze
procesirati u isto vrijeme; potpuno automatiziran proces zna¢i da nema potrebe za ljudskom
intervencijom te se analiticar moze posvetiti drugim zadac¢ama; raCunalizirani protokoli
omogucuju jednostavan transfer u druge laboratorije Sto osigurava vecu globalizaciju; roboti su
spremni pruzati sofisticirane raCunalne znacajke kao pipetiranje s kontroliranim istiskivanjem

zraka, rad s neovisno rasprostranjenim kanalima za pipetiranje i zapisnicima programa Koji
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ukazuju na pogresku, u jednokratne vrhove za pipetiranje mogu se ugraditi sonde za detekciju
Medutim postoje i odredeni izazovi povezani s implementiranjem i razvojem robotiziranih
metoda koje ¢e supstituirati manualne metode kao Sto su: nemoguénost automatizacije bas
svakog koraka u procesu (mogucnost automatizacije ovisi isklju¢ivo o dostupnoj opremi i
priboru) te je zato postizanje potpune automatizacije tesko ostvariv proces; prilikom rukovanja
s kapljevinama moraju se uzet u obzir mrtvi volumeni koji unose odredenu dozu pogreske u
sustav (zato je potrebno sve kapljevine u spremnicima pohraniti u velikom suvisku kako ne bi
doslo do uvlacenja zraka); stabilnost uzoraka i hlapljenje otopina; veliki su troSkovi
implementiranja robotike u laboratorij stoga start-up nije za sve toliko jednostavan; nuzno je da
u neposrednoj blizini robota bude barem jedan operater koji je stru¢njak u racunalnim

znanostima i programiranju ako se dogodi neka nepredvidena pogreska. [53]

Buduénost automatiziranih procesa u podruc¢ju glikobiologije je obecavajuca, buduci da se
javlja sve veca potreba za visokoproto¢nim analizama uzoraka. Glikobiologija je jedno od
najbrze rastu¢ih podrucja znanosti te ¢e svakako automatizacija njenih protokola pratiti taj trend
jer e se povecati potreba za brzom analizom veceg broja uzoraka. Povecanje osjetljivosti
strojeva za karakterizaciju, poboljSanje kvalitete plasticnog pribora (plocica) te poboljSanja u
separaciji na krutoj fazi su realni ciljevi koji ¢e se kroz nekoliko godina dosti¢i, a njihova
implementacija ¢e biti vazan korak ka automatizaciji glikozilacijskih protokola. 1z navedenih
primjera, prednosti i nedostataka automatizacije, moze se zakljuciti da automatizacija pruza
vrlo izgledna rjeSenja za smanjenje varijabilnosti zbog ljudske pogreske, nudi vecu

konzistenciju i smanjuje rukovanje i napor. [52] [53] [54]

2.9.1. TECAN EVO 200

TECAN je viSenamjenska robotska platforma za aplikacije velikih razmjera 1 visoke
propusnosti. Ona pruza veliko radno podrucje 1 varijabilne konfiguracije s izborom rukovanja
zeljenih uzoraka. Ova platforma omogucuje izvodenje sustava prema zeljenim potrebama za

automatizaciju procesa ili kao alternativa za neko ve¢ unaprijed konfigurirano rjeSenje.
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TECAN nudi $irok raspon nosaca koji se koriste za pozicioniranje standardnog laboratorijskog
pribora poput plocica, epruveta ili posuda za reagense na radnom stolu koji se moze modificirati
dodavanjem nekog vanjskog uredaja. Ti nosaci se mogu jednostavno ukloniti ukoliko postoji
potreba za rekonfiguracijom platforme. Robot omogucuje paralelnu obradu Sto povecava

propusnost, osigurava ponovljivost i garantira u¢inkovito iskoriStavanje resursa. [55]

Glavni element TECAN-a je Air LiHa ruka za istiskivanje zraka koja omogucuje precizno i
pouzdano pipetiranje kapljevina pri ¢emu pruza vecu pogodnost i manje zahtjeve za

odrZavanjem. Sastoji se od 8 kanala koji mogu pipetirati volumene od 0,5 do 1000pL.
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Slika 17. Prikaz robota TECAN EVO 200

Druga ruka TECAN-a koja je zasluzna za transport standardnog laboratorijskog pribora je
RoMa (Robotic Manipulator Arm). Ona prenosi ploCice i1 ostalu opremu od radnog stola do
nekog vanjskog uredaja ili na drugu poziciju stola. U sklopu radnog stola TECAN-a nalazi se
visokoucinkovito orbitalno mijesalo koje nudi moguénost zagrijavanja plocice na 105. Mijesalo
posjeduje Siroki dinamicki raspon mijesanja, konfigurabilnu orbitu i promjenjiv smjer rotacije

$to omogucuje optimizaciju protokola mijeSanja. [56]
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Robotska konfiguracija TECAN-a u izvedbi na kojoj je raden rad usko suraduje s vanjskom
konfiguracijom Reasolvex A-200. Resolvex A-200 je samostalna jedinica za pozitivni tlak koji
se nalazi u sklopu TECAN-a. Ona se moze koristiti za razlicite procese u laboratoriju kako bi
se smanjila moguénost kontaminacije uzorka u proteomskim radnim procesima. Ona posjeduje
HEPA filter 1 zatvoreno okruzZenje kako bi se smanjio rizik od utjecaja prasSine u zraku na

rezultate.

Slika 18. Prikaz robotske konfiguracije Resolvex A-200

Ova jedinica posjeduje pneumatski sustav stezanja koji osigurava konzistentne tlakove.
Takoder, nudi preciznu kontrolu protoka koja smanjuje potrebno vrijeme obrade i poboljSava
ucinkovitost zbog programibilnog doziranja tekucine. Pokret ruke je kontroliran senzorom koji
proraunava postavljanje glave dispensera tocno iznad jazice plo€ice, a cjelokupni sustav se
jednostavno programira za izvedbu automatiziranog procesa prilikom suradnje s TECAN-om.
Resolvex A200 omogucuje automatiziranu primjenu vakuuma na plocice s uzorcima i brzo
pipetiranje odredenih otopina. Na A-200 su prikljucene staklene boce s otopinama (maksimalno

11 boca) koje se Zeli precizno i sigurno pipetirati u plocicu. [57]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Materijali
3.1.1. Anorganski kemikalije

Tablica 1. Prikaz koristenih anorganskih kemikalija

Natrijev klorid (NaCl)

Dinatrijev hidrogenfosfat (NazHPO4)
Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO.)
Kalijev klorid (KCI)

Amonijev bikarbonat (NHsHCO3)
Natrijev hidroksid (NaOH)

MQ voda

3.1.2. Organske kemikalije

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

CARLO ERBA Reagents
/

Tablica 2. Prikaz koristenih organskih kemikalija

Mravlja kiselina (CHOOH)

Apsolutni etanol (C2HsOH)

Metanol (CH3zOH)

2-propanol (CsH;OH)

TRIS (hidroksimetil aminometan)

SDS (natrij-dodecil sulfat)

Igepal CA-630 (oktil-fenoksi-polietoksi-
etanol)

Acetonitril (ACN)

2-pikolin boran (2PB)

APTS 30Mm u 3,6 M limunskoj kiselini
DMSO (dimetilsulfoksid)

Limunska kiselina (CeHsO7)
Trietilamin(CeH1sN)

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fluka

Sigma-Aldrich

Invitrogen Life Technologies
Sigma-Aldrich

PanReac AppliChem
Sigma-Aldich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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3.1.3. BioloSki materijali

Tablica 3. Prikaz koristenih bioloskih materijala

PNGaza F (peptid-N-glikozidaza) Promega
Bio-Gel P-10 Bio-Rad Laboratories

3.1.4. Otopine i puferi

Tablica 4. Prikaz koristenih otopina i njihovih postupaka primjene

1XPBS Otopina se pripremi razrjedivanjem

pH 7,4 primarne otopine 10XPBS devet puta
koriste¢i menzuru i MQ vodu

5XPBS Otopina se pripremi razrjedivanjem
primarne otopine 10XPBS u omjeru 1:2
(V/v).
Za pripremu 1L ove otopine potrebno je 500
mL 10XPBS razrijediti ultracistom vodom
do 1 L te ¢uvati na 4°C.

10XPBS Za pripremu otopine 10XPBS potrebno je

pH 6,6 odvagati odredene vrijednosti NaCl,
Na2HPO4, KH2PO4 i KCI tako da njihova

koncentraciju u sustavu odgovara sljedecoj

tablici:
Koncentracija
[mmol/L]
NaCl 137,94
Na2HPO4 9,74
KH2PO4 2,18
KCI 2,65
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0,5% SDS

0,1 M NaOH

20% etanol u 20mM TRIS + 0,1 M NacCl
pH=74

80% acetonitril

+

100 MM TEA

Za pripremu 1L 10XPBS potrebno je
odredene odvage soli staviti u 800 mL
ultraciste vode. Razrijedi se otopina do 1L te
se sustav se mijesa i mjeri se pH vrijednost
koja se s IM NaOH podesava na 6,6.

Za pripremu 0,1 L ove otopine potrebno je
otopiti 0,5 g SDS u 100 mL ultraciste vode
te Cuvati na 4°C.

Za pripremu 500 mL otopine potrebno je
otopiti 2 g NaOH u 500 mLultraciste

Vode nakon cega se ta otopina filtrira i cuva
na sobnoj temperaturi.

Za pripremu ove otopine potrebno je
odvagati odredene vrijednosti TRIS i NaCl

tako da njihova koncentraciju u sustavu

odgovara sljedecoj tablici:

Koncentracija
[mmol/L]
NaCl 0,1
TRIS 0,02
(Mr=121, 14
g/mol)

Za pripremu 1L pufera potrebno je odredene
odvage soli otopiti u 200 mL
etanola(bezvodnog). Razrijedi se otopina do
700mL ultracistom vodom te se sustav
podesi s 1M HCI na pH vrijednost od 7,4.
Otopina se nadopuni do 1L ultra¢istom
vodom.

Za pripremu 500 mL otopine potrebno je u
400 mL acetonitrila dodati 6,925 mL
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0,1 M mravlja
kiselina, pH=2,5

1 M amonijev

bikarbonat

30% (v/v)
propan-2-ol

4% lgepal

70% etanol

Otopina za oznacavanje (labeling) N-glikana

100 mM trietanolamina (TEA), 1,2 mL
ocetene kiseline te nadopuniti do 500 mL
ultragistom vodom. Cuvati na 4°C.

Za pripremu 1 L ovog pufera potrebno je
dodati 3,77 mL mravlje kiselineu 1 L
ultraciste vode nakon Cega se otopina ¢uva
na 4°C.

Za pripremu 100 mL ove otopine potrebno
je 79,06 g amonijevog bikarbonata

otopiti u 100 mL ultra-Ciste vode te Cuvati
na 4°C.

Za pripremu 500 mL ove otopine potrebno
je dodati 350 mL ultraciste vode u 150 mL
propan-2-ola

te otopinu filtrirati. Cuvati na 4°C.

Za pripremu 500 mL ove otopine potrebno
je u 48 mL ultraciste vode dodati 2 mL
Igepala te Cuvati na 4°C.

Za pripremu 50 mL otopine potrebno je u 35
mL bezvodnog etanola dodati 15

mL ultraciste vode.

Za obiljezavanje jedne pune plocice uzoraka
potrebno je pomijesati 230uL APTS otopine
s 230pL PB
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3.1.5. Laboratorijska oprema i pribor

Tablica 5. Prikaz koristenog laboratorijskog pribora i opreme

Digestor

MiniSpin centrifuga

Centrifuga 5804

Vakumska pumpa

Vakuumski manifold

NanoDrop 8000 Spektrofotometar
GFL 3023 vibracijski shaker
Jednokanalne pipete 2-20 um
Jednokanalne pipete 20-200 um
Jednokanalne pipete 200-1000 um
Multikanalne pipete 2-20 um
Multikanalne pipete 20-200 um
Multikanalne pipete 200-1000 um
6mm DBS busac

Mini Protein G plocica (plocica monolita s
proteinom G)

2 mL kolekcijska plocica

I mL kolekcijska plocica
Armadillo PCR plocica

Termalna folija za brtvljenje

1 mL AcroPrep wwPTFE 0,45 um filter
plocica

Nastavci za pipete 20ul

Nastavci za pipete 100ul

Nastavci za pipete 200 ul

Nastavci za pipete 500ul

Nastavci za pipete 1000ul

Kimwipes

/

Eppendorf

Eppendorf

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

GFL

Rainin (Mettler Toledo)
Rainin (Mettler Toledo)
Rainin (Mettler Toledo)
Rainin (Mettler Toledo)
Rainin (Mettler Toledo)
Rainin (Mettler Toledo)
/

BIA Separations (dio
Sartoriusa, SAD),
Waters

Waters

Thermo Scientific
Porvair

Pall Corporation

Rainin (Eppendorf)
Rainin (Eppendorf)
Rainin (Eppendorf)
Rainin (Eppendorf)
Rainin (Eppendorf)
Kimtech
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Inkubator DNI 50

PCR stripovi 0,2 mL

Magnetsko mijesalo MR 3023

350uL AcroPrep wwPTFE 0,2 um filter
plocica

Filteri za pufere (NalgeneTM Rapid-
FlowTM, 0,2 pum)

Analiti¢ka vaga (Explorer®)

MRC
Thermo Scientific
GLF

Pall Corporation

Thermo Scientific

OHAUS
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3.2. Ispitanici i uzorkovanje

U svrhu istrazivanja usporedbe preciznosti robotizirane i manualne metode analize
glikozilacije proteina, uzeti su uzorci krvi zdravih osoba u dobi od 23 do 53 godine. Svaka
osoba je dala informirani pristanak te je uzorkovanje obavljeno postivanjem nacela privatnosti.
Uzorci krvi su uzeti pomocu lancete iz prsta ili direktno iglom iz vene. U oba slucaja su kapljice
krvi prebacene na Guthrijeve kartice za pohranjivanje suhih kapi krvi (eng. dried blood spot,
DBS) koje su skladistene na -20°C do trenutka analize. Opisanim postupcima u poglavljima

koji slijede je izvrSena izolacija IgG-a na dva nacina, manualno i robotizirano.

3.3. Protokol pripreme uzorka

Postupak analize glikozilacije proteina se sastoji od tri koraka: izolacije imunoglobulina G
iz uzorka krvi uz plo¢icu monolita s proteinom G; deglikozilacije glikana od proteina IgG-a i
obiljeZzavanja deglikoziliranih glikana fluorescentnom bojom; te njihovog prociS¢avanja.
Nakon toga, procisc¢eni uzorci se karakteriziraju XCGE-LIF-om pri ¢emu se kao rezultat dobije

elektroferogram.
Prije samog pocetka izolacije izraduje se raspored uzoraka po plocici (eng. plate layout) koji

prikazuje kako su uzorci, standardi i slijepe probe rasporedeni u plocici s 96 jazica. Izgled ,,plate

layout-a“ s triplikatima uzoraka i tetraplikatima standarda prikazan je u tablici 6.
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Tablica 6. Prikaz reprezentativnog plate layout-a

3.3.1. Izolacija imunoglobulina G uz plo¢icu monolita s proteinom G

3.3.1.1. Priprava uzorka

Stupac 1 ‘ 2 ‘ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A BRT_3 - FS 3 BR_3 IW1 | DH3 | JS 3 SB 1 JS 1 PR1 | AC.2
] AMP_ | NNB_ stand_ | stand_
B TP 2 IP_3 Iw_2 1 1 DP_3 - Vi1l | MH2 6_4 6.1 BR_1
stand_ stand_ | AMP_
C BP2 | DP.2 | MF2 | NM1 | SS3 | HD 1 6.2 DL2 | FK2 | BRT.1 | 43 2
D Vi2 | DH3 | HD1 | TK2 | MV.3 | FSI | NM3 | IP_1 PR2 | TP.3 | BP.1 | VI3
stand_
E DH2 | IW3 | MV.1 | GL3 | NM2 | PT1 | FK3 | PR3 | TK 1 6.3 IDO 3 | MH_1
stand_ stand_ NNB NNB_
F - DP_1 41 DL1 | AC.3 | HD2 42 | BRT.2 2 GL 1 | BP3 3
] stand_
G TP_1 $$2 | IDO2 | MH3 | SS.1 PT2 | AC1 | TK3 | PT.3 | FK1 4.4 MF_1
AMP_
H BR2 | SB3 | MV2 | IDO1 | DL3 | FS2 | SB2 | GL2 -- 3 IP_2

Smrznuti uzorci se izvade iz hladnjaka (-20°C) na sobnu temperaturu. Koriste¢i busac,

u svaku jazicu Ciste kolekcijske plocice od 2 mL se izbusi odgovarajuéi uzorak ili standard

prema izradenom plate layout-u. Na podrucja slijepih proba se izbusi DBS papir za uzorkovanje

bez uzorka krvi. U 82 jazice u kojima se nalaze probuseni DBS papiri se stavi 800 pUL vezujuceg

pufera I XPBS. Takav sustav se stavi na mijeSalo 3 sata. Nakon toga se u preostala prazna mjesta

stavi 25 pL odgovarajucih plazma standarda na za to predvidena mjesta u plocici. Standardi se

razrjeduju s puferom 1XPBS nakon Cega slijedi resuspendiranje svih uzoraka koji se zatim

prebacuju u wwPTFE filter plo¢icu od 1 mL i promjera pora 0,45 pm. U filter plo€ici se uzorci

mijesaju na mijeSalu tri sata prije nego se zapocne s filtracijom. Koriste¢i vakuumski uredaj za

filtriranje uzoraka, uzorci, standardi i negativne probe se filtriraju u €istu kolekcijsku plocicu

od 2 mL pri ¢emu dolazi do odvajanja kapljevitog uzorka od papira DBS-a.
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3.3.1.2. Prekondicioniranje plocice monolita s proteinom G (protein G plocice)

Protein G plocica se stavi na vakuumski uredaj za filtriranje uzoraka kako bi se uklonilo
pufer za skladiStenje (eng. storage buffer). Zatim se dodaje redom ultracista voda, 1XPBS
(0,25M NacCl),0,1M mravlja kiselina, 10XPBS te ponovno 1XPBS (0,25 M NaCl) u svaku
jazicu protein G plocice. Nakon svakog dodavanja se pomocu vakuumskog uredaja za filtriranje

uklanja odgovarajuca otopina iz protein G plocice.

3.3.1.3. Vezanje 1gG-a iz krvi i ispiranje

Filtrirani uzorci u kolekcijskoj ploc¢ici od 2 mL se prebace u prekondicioniranu protein
G plocicu nakon ¢ega se pomoc¢u vakuumskog uredaja za filtriranje propustaju. Slijedi postupak
ispiranja pri ¢emu se pipetira IXPBS(0,25 M NaCl) u svaku jazicu protein G plocice i propusti

primjenom vakuuma. Taj postupak se ponovi jo$ dva puta.

3.3.1.4. Elucija 1gG-a

Neutralizacijski pufer, 1 M amonijev bikarbonat, se dodaje u novu, cistu, kolekcijsku
plocicu od 1 mL koja se stavlja ispod protein G plocice u vakuumski uredaj za filtriranje. U
gornju filter plocicu dodaje se 0,1 M mravlja kiselina koja se propusta u kolekcijsku plo¢icu od
1 mL. Takva plocica se prekrije folijom 1 stavi se na mijeSalo sve dok se ne zavrsi postupak

regeneracije protein G ploc€ice (5) 1 zapo¢ne postupak mjerenja koncentracije.

3.3.1.5. Regeneracija i skladiStenje protein G plocice

Regeneracija protein G plocice se provodi tako da se dodaju redom 10XPBS, 1XPBS

(0,25 M NacCl) i 20% (v/v) EtOH u 20mM TRIS + 0,1 M NaCl pri ¢emu se nakon svakog

dodavanja isti propuste primjenom vakuumskog uredaja za filtriranje. Protein G plo€ica se

skladisti tako da se do vrha svake jazice ulije otopina za skladiStenje 1 skladisti se na 4 °C.
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3.3.1.6. Mjerenje koncentracije 1gG-a

Mjerenje koncentracije prethodno mijeSanih uzoraka se provodi pomoc¢u NanoDrop
8000 spektrofotometra. U prostor predviden za uzorak se prenese kapljica (3uL) svakog uzorka
iz Cega uredaj proracunava koncentracije te ih izlistava na sucelje programa spektrofotometra.

Spektrofotometar ocitava spektar valnih duljina podrucja od 260 do 280 nm.

3.3.1.7. Susenje izoliranog IgG-a za postupak deglikozilacije

Alikvotira se 20 pL svakog plazma standarda i 40 pL svakog uzorka u ¢istu PCR plocicu
tako da uzorci budu dosljedni plate layout-u. Pomo¢u vakuumskog susionika plocica se susi 1

sat nakon Cega se skladisti na -20°C do trenutka deglikozilacije. Ostatak izoliranog uzorka u 1

mL plocici se skladisti na -20°C dok se ne ukaze potreba za njegovo ponovno koristenje.

3.3.2. Deglikozilacija i ozna¢avanje glikana

3.3.2.1.Priprema uzorka

PCR plocica s osusenim IgG eluatima te otopine 0,5% SDS-a, 4% lgepala, 1,66 XPBS i

5XPBS se izvade na sobnu temperaturu.

3.3.2.2. Denaturacija

U svaki uzorak se dodaje 3 pL 1,66XPBS i 4 pL 0.5% SDS-a. Plocica se zatvori
adhezivnom folijom i inkubira se 10 minuta na 65 °C. U procesu automatskog rada inkubira se
na 60°C 10 minuta. Nakon toga dodaje se 2 L Igepala i resuspendira uzorak. Plocica se stavi

na mijeSalo dok se ne pripremi smjesa enzima.
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3.3.2.2. Deglikozilacija

Smjesa enzima se pripremi mijesanjem SXPBS i PNGaze F. U svaki uzorak se dodaje
1 uL takve smjese (kod robota se dodaje 5 UL smjese vode, pufera i enzima) te se plo€ica zatvori
termalnom folijom i inkubira 3 sata na 37 °C kako bi doslo do oslobadanja N-glikana. Nakon
inkubacije, plo€ica se susi 1 sat u rotacijskom vakuumskom koncentratoru. U osuseni uzorak
se dodaje 2 pL ultra Ciste vode te ploCica se mijeSa na mijeSalu dok se ne pripremi otopina za

oznacCavanje uzoraka .

3.3.2.3. Oznacavanje uzorka APTS-om

Obiljezavanje deglikoziliranih glikana se provodi s APTS fluorescentnom bojom.

Smjesa za obiljezavanje glikana se priredi dodavanjem jednakog volumena APTS-a u

pikolinboran (PB). U svaku jazicu se doda 4 L takve smjese te se plocica zatvori termalnom

folijom i stavi na inkubaciju 16 sati na 37°C kako bi se slobodni glikani obojali.

3.3.3. Postupak proci§éavanja glikana

3.3.3.1. Zaustavljanje reakcije obiljeZavanja glikana APTS-om

Reakcija oznacavanja se zaustavlja dodavanjem hladnog 80%-tnog ACN-a u svaku

jazicu PCR plocice uz naknadno resuspendiranje. Plo€ica se pokrije aluminijskom folijom 1

stavi na mijesalo dok se ne pripremi filter plocica s BioGel P-10 gelom.

3.3.3.2. Priprema i kondicioniranje Bio-Gel P-10 gela

BioGel P-10 gel se stavi u Cistu filter plo¢icu koja se u vakuumskom uredaju za

filtriranje postavi na kadicu za prikupljanje otpada. Voda iz BioGel-a se propusti pomoc¢u

vakuuma dok ne ostane u svakoj jazici suhi BioGel koji se zatim ispire ultracistom vodom i

80%-tnim ACN-om.
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3.3.3.3. Primjena i ¢iS¢enje APTS-om obiljeZenih N-glikana

Cijeli volumen uzorka (uzorak + hladni ACN) se prebaci u filter plocicu s prethodno
nanesenim BioGel-om. Sustav se mijeSa i podvrgne se vakuumu pri ¢emu se kapljevina
propusta kroz filter. Slijedi postupak proc¢is¢avanja glikana vezanih na BioGel pri ¢emu se oni
Ciste s 80% ACN/100mM TEA pet puta (kako bi se neutralizirao suvisak boje) i tri puta s 80%
ACN (koji neutralizira TEA i reducira udio soli). Nakon toga, filter plate se stavi na Cistu

okruglu kolekcijsku ploc¢icu od 0,8 mL te zapocinje postupak elucije obiljezenih glikana.

3.3.3.4. Elucija APTS-om obiljezenih N-glikana

U filter plo¢icu se dodaje 100 pL ultradiste vode nakon ¢ega se ona filtrira u Cistu
ploc¢icu. Taj postupak se provede jo§ dva puta s volumenom od 200 pL pri ¢emu se u Cistoj

plocici skupe tri frakcije glikana. Ploc¢ica se stavi na mijeSanje dok nije spremna za analizu na
CGE.

3.3.4. Priprema izoliranih uzoraka 1gG-a za xCGE-LIF

Razdvajanje APTS-om obiljezenih N-glikana se provodi na multipleksnoj kapilarnoj gel
elektroforezi. Njihova detekcija se vr$i pomocu lasera koji potice fluorescenciju kako i njezino
puno ime govori (XCGE-LIF). Za analiziranje uzoraka potrebno ih je pripremiti za uredaj
XCGE-LIF. Priprema zapoCinje dodavanjem 7 pl HiDi formamida u svaku jazicu ciste
MicroAmp Optical 96-Well plocice. Nakon toga uzorci se prebacuju u tu plocicu postujuci
pravila plate layout-a pri ¢emu se ruc¢no resuspendiraju. U prethodno zagrijan uredaj se na

zeljenu poziciju (A ili B) stavlja plocica prethodno pokrivena septom i centrifugirana.

3.4 Analiza uzoraka xCGE-LIF-om

Puno ime uredaja koji se koristi za kapilarnu gel elektroforezu je 3500 Series Genetic
Analyzer za humanu identifikaciju. On posjeduje 8 kanala kapilarnog sistema ispunjenih
polimerom, pumpe koja potiskuje polimer (POP-4TM, POP-6TM, POP-7TM), anodni i katodni
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pufere s njihovim nosacima, pec¢nicu i laser koji ekscitira pri 505nm. Protokol koristen u radu

je IPV4, napon od 15 kV, temperatura peénice 60°C uz vrijeme injektiranja 4 sekundi.

Koriste¢i Python paket Pyabif (prilog 5.) dostupan na GitHub-u konvertirali smo rezultate
elektroforeze u oblik pogodan za prikaz u programu Empower. Kao rezultat analize dobiven je
elektroferogram prikazan u programu Empower na slici 19.

\ﬁ "\
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Slika 19. Prikaz reprezentativnog elektroferograma nakon analize na xCGE-LIF

Koriste¢i program naziva Empower, moguce je provesti integraciju dobivenog
elektroferograma pri ¢emu se kao rezultat dobije relativna postotna povrsina svakog glikanskog
vrha. Svaki integrirani elektroferogramski vrh predstavlja odredenu glikansku strukturu, a
njegova koli¢ina u samom vrhu je prikazana upravo vrijednoS¢u relativne postotne ukupne
povrsine svih vrhova u sustavu. Za statisticku analizu rezultata koriSten je Microsoft Excel 1

Python (s bibliotekom paketa), koji su ujedno i omogucili prikazivanje rezultata u grafickom
obliku.

43



4, REZULTATI
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Cilj ovog rada bio je usporediti preciznost robotizirane (automatske) i manualne metode analize
glikozilacije proteina. Manualna metoda analize glikozilacije je ve¢ koriStena, robusna i
precizna metoda na osnovu koje je moguce utvrditi preciznost automatizirane metode analize
glikozilacije proteina. Robot na kojem je vrSena robotizirana metoda je TECAN, koji pripada
grupi robota kartezijanskog sustava §to znaci da je za njegovo funkcioniranje potrebno definirati

odredene vektore, parametre i velicine.

TECAN i Resolvex A200 koriste svoje vlastite programe za vodenje i upravljanje procesa.
Programi omogucuju izradu skripte u kojoj se nalaze naredbene akcije koje roboti prate 1
izvrSavaju. U skripti je potrebno definirati vektore po kojima se TECAN krece, volumene
otopina koje se pipetiraju, mjesta na radnom stolu gdje se zeli obaviti odredena radnja i drugo.
Izgledi skripta i konfiguracija u programima za TECAN i A200 su prikazani na slici 20. Potpuni
prikaz skripti za TECAN nalazi se u prilogu 1.
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18 control (£200.341.0, UnitétUins pecified, 2023-06-01T10:42)

Methods
IgG_isolation_04_FA_Elution
1_ProtG_Conditioning

IgG_isolation_05_ProtG_Regeneration

Operation Solvent Parameter 1

Flash

mini_proteinG_profile_long

1
2_Flush_before_l oading > pause

3_lgG_Binding_&_Washing 3 | Dispense Reagent| 1x PBS (0.25M Nacl) | 250 ul

4 FA Elution 4 Flash mini_proteinG_profile Yes
5.1_ProtG_Regeneration_&_Cond 2 ebonse Rosgen pPRCED fj:ﬁotem o o
5_ProtG_Regeneration 7 Dispense Reagent | 1x PBS (0.25M NaCl)| 250 uL
IgG_isolation_03_binding_and_washing & | Flasn mini_proteinG_profile s

9 Dispense Reagent | 1% PBS (0.25M NaCly | 250 uL
10 |Flash mini_proteinG_profile Yes

IgG_isolation_05_ProtG_Regeneration_&_C
2 ml dispense & flush
Camera 0.1mL H20

A200 test method

Flash Protein G plate

Fill protein G plate 1xPBS
CGE_cleanup_02_acn_tea

Pause
12 | Dispense Reagent 1x PBS (0.25M NaCl) 250 uL
13 |Flash mini_proteinG_profile Yes Y

Slika 20. Prikaz skripti u programu TECAN-a za: a) proces izolacije; b) proces

deglikozilacije; ¢) proces pro¢is¢avanja glikana; d) Prikaz skripte za Resolvex A200; e)
filtracijski profil za Resolvex A200

Provodenje postupka pripreme i analize glikana rezultira u dobivanju elektroferograma za svaki

uzorak i standard koji se sastoje od 30 glikanskih vrhova.

47



Integriranjem dobivenih grafickih rezultata dobivene su vrijednosti koje predstavljaju relativni

postotak povrSine koji odredeni glikanski vrh predstavlja. Buduéi da svaki glikanski vrh

predstavlja odredenu strukturu glikana, relativni postotak povrSine je proporcionalan koli¢ini

tog glikana u vrhu.
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Slika 21. Prikaz primjera dobivenog elektroferograma u radu

Rezultati prosjecne relativne postotne povrSine za svaki od 80 uzoraka dobiveni manualno 1

automatski su prikazani u tablici 7.
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Tablica 7. Rezultati prosjecne relativne postotne povrsine za 80 uzoraka dobivenih manualno

I automatski
GP1 0,62609 0,674166027
GP2 0,25384 0,279399
GP3 3,60896 3,916958
GP4 1,55351 1,740056
GP5 0,16696 0,184930
GP6 0,05117 0,057864
GP7 0,30632 0,304609
GP8 2,49373 2,556122
GP9 0,29098 0,303900
GP10 0,76128 0,810002
GP11 0,24457 0,270817
GP12 11,54761 11,889327
GP13 1,80657 1,922775
GP14 0,54463 0,438177
GP15 19,48553 18,543694
GP16 0,32766 0,320268
GP17 0,23165 0,227724
GP18 1,70003 1,699635
GP19 0,16029 0,164138
GP20 0,60281 0,501587
GP21 20,63057 20,453028
GP22 10,87776 10,811752
GP23 3,09512 3,186849
GP24 0,40513 0,417394
GP25 0,06848 0,076868
GP26 16,70782 16,811467
GP27 0,81605 0,849671
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Tablica 8. Rezultati standardne devijacije relativne postotne povrSine za 80 uzoraka dobivenih

manualno i automatski

GP1 0,03440 0,040430
GP2 0,02495 0,029753
GP3 0,16305 0,159472
GP4 0,07912 0,070949
GP5 0,01360 0,027287
GP6 0,00885 0,018677
GP7 0,00997 0,012430
GP8 0,04044 0,045987
GP9 0,01454 0,016167
GP10 0,03774 0,045995
GP11 0,02966 0,034287
GP12 0,18836 0,294233
GP13 0,08308 0,084974
GP14 0,06184 0,034038
GP15 0,49675 0,720537
GP16 0,01350 0,015171
GP17 0,01561 0,026191
GP18 0,03303 0,040940
GP19 0,00869 0,008115
GP20 0,06687 0,037009
GP21 0,16013 0,230090
GP22 0,07806 0,077230
GP23 0,03732 0,045162
GP24 0,01302 0,014797
GP25 0,00776 0,008518
GP26 0,23112 0,341851
GP27 0,03011 0,032411
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Tablica 9. Rezultati vrijednosti CV (koeficijenta varijacije) relativne postotne povrsine za 80

uzoraka dobivenih manualno i automatski

GP1 5,49416 5,997100
GP2 9,82965 10,648763
GP3 4,51798 4,071310
GP4 5,09318 4,077371
GP5 8,14668 14,755333
GP6 17,29572 32,277411
GP7 3,25391 4,080671
GP8 1,62185 1,799110
GP9 4,99771 5,319845
GP10 4,95735 5,678441
GP11 12,12922 12,660418
GP12 1,63119 2,474764
GP13 4,59873 4,419367
GP14 11,35486 7,768012
GP15 2,54935 3,885619
GP16 4,12097 4,736885
GP17 6,73745 11,501271
GP18 1,94306 2,408752
GP19 5,42214 4,943727
GP20 11,09329 7,378454
GP21 0,77619 1,124968
GP22 0,71766 0,714316
GP23 1,20586 1,417134
GP24 3,21379 3,545065
GP25 11,33356 11,081920
GP26 1,38329 2,033439
GP27 3,68940 3,814529
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Koriste¢i Excel 1 Python s odgovaraju¢im bibliotekama za vizualizaciju (Pandas, Seaborn 1
Matplotlib) izvrSena je statistiCka obrada i grafi¢ki prikaz rezultata dobivenih provodenjem

analize glikozilacije proteina robotizirano i automatski.

Graf koji objedinjuje prosjecne relativne postotne povrsine za svaki glikanski vrh 1 standardne

devijacije prikazan je na slici 22.

Usporedba prosjecnih vrijednosti relativnih postotnih povrsina i njihovih standardnih devijacija

Emm Robotizirano
20.01 mmm Manualno

17.54

15.0

12.54

AVG
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7.5

5.04
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Slika 22. Prikaz prosjecnih relativnih postotnih povrsina za naranc¢asto (plavo) i robotizirano

(plavo) vodenje procesa te standardnih devijacija za iste (crno)
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5. RASPRAVA
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5.1. Robotizirana metoda

U fokusu ovog rada je bilo ucenje robota da pouzdano izvede manualno postojeu
metodu analize glikozilacije proteina. Proces u¢enja je ostvaren iz Sestog pokusaja pri Cemu je
svaki prethodni pokuSaj znacajno pomogao pri ostvarenju konacne i pouzdane metode

robotizirane (automatske) analize glikozilacije proteina.
Zbog prakti¢nih razloga, protokol se morao u nekim koracima promijeniti jer robot nije mogao
u potpunosti izvrsiti neke radnje koje su predvidene za manualnu izvedbu. Razlika u protokolu

robotizirane metode u odnosu na manualnu prikaza je u tablici 10.

Tablica 10. Razlika u izvodenju manualne i automatizirane metode glikozilacije proteina

Stavljanje uzoraka na DBS-u u plo¢icu, Zbog prakti¢nih razloga ovaj korak se

dodavanje plazma standarda u plo¢icu, nije mogao izvrsiti automatski te je
dodavanje 1xPBS i filtriranje u koraku izvrSen manualno
izolacije

U procesu prekondicioniranja protein G~ Radi moguénosti ponovnog koriStenja

plo¢ice, ona se ispire s 0,25 mL 0.1 M skripte, robot pere protein G plo€icu su

mravlje kiseline. dva navrata s 0,25 mL mravlje kiseline

Radi bolje homogenizacije sustava vazno  Buduc¢i da robot nema mogu¢nost

Jje provesti resuspendiranja pipetom resuspendiranja ( moguce ga je uvesti u
skriptu, ali uvijek ostane u nastavku za
pipetiranje uzorka) ono je zamijenjeno
mijeSanjem na mijeSalu

U postupku npr. prekondicioniranja kada Robot nakon svakog pipetiranja mijenja

ne radimo s uzorcima, nije nuzno nastavke za pipete jer tako uvelike

mijenjati nastavke za pipete smanjuje pogresku prilikom pipetiranja

Mjerenje koncentracije na NanoDrop Ovaj postupak se provodi manualno jer

spektrofotometru robot u sebi nema implementiran
spektrofotometar
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U procesu deglikozilacije, plo€ica se brtvi

adhezivnom ili termalnom folijom

U procesu deglikozilacije, prva inkubacija
se odvija na 65°C u trajanju od 10
minuta

Priprema smjese enzima se provodi
mijeSanjem 1ul 5XPBS i 0,12 uL PNGaze

F za svaki uzorak

Dodavanje smjese za bojanje u suvisku

Inkubacija na 37 °C u trajanju od 16 sati

Zaustavljanje reakcije bojanja glikana
APTS-om dodavanjem hladnog 80%-tnog
ACN-a

NanoSenje BioGel gela na filter plocicu i

vakuumiranje radi uklanjanja vode

Priprema uzoraka za analizu koristeci

XCGE-LIF

Ovaj postupak se provodi manualno jer u
robotu nije implementiran uredaj za
brtvljenje

Inkubator robota postiZe najveéu
temperaturu od 60 °C koja se provodi u
trajanju od 10 minuta

Robotu pada preciznost kad radi s malim
volumenima, stoga se provodenjem
testova zakljucilo da robot za jedan
uzorak uzima smjesu enzima drugacijeg
sastava: 3,2uL ultraciste vode, 1,8L
5XPBS-ai 0,12uL PNGaze F

Robot pipetira manualno pripremljenu
smjesu u vecem volumenu zbog mrtvog
volumena

Kako bi se robot mogao dalje koristiti,
jednostavnije je plo¢icu inkubirati u
vanjskom inkubatoru, nego 16 sati drzati
plo¢icu u upaljenom robotu

Ovaj korak se provodi manualno

Ovaj korak se provodi manualno zbog
neprakti¢nosti dodavanja BioGel gela
robotizirano, buduci da unutar radne
stanice robota nije implementirano
magnetno mijesalo

Priprema se radi manualno zbog toga Sto
robotu opada preciznost prilikom

rukovanja s malim volumenima
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5.1.1. Prvi pokusaj
Prikupljeni su uzorci krvi 28 zdravih osoba u dobi od 24 do 52 godine. Uzorci krvi su
prebaceni na DBS i skladisteni na -20°C do analize. Uzorci su bili rasporedeni po plocici u

triplikatima pomo¢u busaca. Prikaz plo€ice (eng. plate layout) je prikazan u tablici 11.

Tablica 11. Prikaz plate layout-a za prvi pokusaj

Stupac | 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

N
BRT_
A 3 JS2 |FS3 |BR3 |IW1l DH3 JS3 |SB1 |JSI |PR1 |AC2

AMP_ | NNB_ stand | stand
B TP2 | IP3 | IW2 |1 1 DP_3 Vil |MH2 64 | 61 |BR1

stand BRT stand | AMP_

C |BP2 | DP2 MF2 NM1 SS3 HD1 62 DL2 FK2 1 43 |2

D 'Vl2 DH3 HD1 TK2 MV3 FS/ NM3 IP1 (PR2 TP3 | BP1 VI3

stand | IDO_
E DH2 IW3 MV1 GL3 NM2 PT1 FK3 PR3 TK1 63 3 MH_1
stand stand stand BRT_ | NNB_ NNB_
F . DP1 41 DL1 AC3 HD2 42 2 2 GL1 BP3 3
| IDO_ stand
G | TP1 Ss2 2 MH3 SS1 PT2 AC1 TK3 PT3 |FK1 44 MF1
IDO_ AMP_
H ' BR2 SB3 |MV2 1 DL3 FS2 | SB2 | GL2 3 IP 2

Prilikom provodenja procesa izolacije, TECAN nije bio sposoban otpipetirati kapljeviti uzorak
bez da pokupi kruti papiri¢ DBS-a. Zbog toga su kruti DBS papiri pali u jazice drugog uzorka
pri cemu je doslo do kontaminacije. Takoder, u nekoliko koraka u procesu deglikozilacije i
¢iS¢enja, vektori TECAN-a nisu bili dobro namjesteni $to je rezultiralo promasajima nastavaka
za pipete u jazice ploc€ica. Prvi pokusaj je sluzio €isto kao proces preducenja kako bi se u grubo
pokusao automatizirati proces analize glikozilacije proteina. Iako je doslo do vidljivih
pogresaka prilikom procesa izolacije, koncentracije dobivene na Nanodropu nisu pokazale

veliku gresku kao Sto se ocekivalo. Koncentracije su prikazane u tablici 12.
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Tablica 12. Prikaz koncentracija po plate layout-u za prvi pokusaj

Stupac 1 ‘ 2 ‘ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,1289 -‘ 0,07073 | 0,477 | 0,005957 | 0,1635 | 0,1029 | 0,1703 | 00715 | 0,607 | 0,218 0,08849
B 006314 | 02261 | 0,1261 | 0,06004 | 0,09114 | 0,1741 -‘ 0,522 | 0,09742 | 05998 | 0,7119 | 0,0405
c 00535 | 01731 | 0,03846 | 0,171 0,172 008417 | 07317 | 0,642 | 0,00183 | 0,2026 | 1,076 0,08663
D 01022 | 0,06076 | 0,129 01302 | 0,1739 01286 | 0,007 | 0,262 | 0,2106 | 0,1578 | 0,1018 | 0,07693
E 004993 | 01718 | 0,873 | 0,701 | 0,1778 02161 | 004569 | 0,1946 | 0,1084 | 0,6063 | 0,1699 | 0,05742
F ‘ 0,273 06132 | 0,519 | 006653 | 0,0882 | 0,5462 | 0,1944 | 02126 | 0,2001 | 0,111 0,2078
G | 0185 | 01422 | 02594 | 009283 | 0.8 0.2 0,09454 | 0,09594 | 0,216 0,09972 | 1,045 0,09707
H

0,03939 | 0,08632 | 0,1789 | 0,2629 | 0,1358 0,1193 | 0,034 | 0,162 ‘--‘ 0,05513 | 0,1093

Iako se u samom pocetku izvodenja procesa glikozilacije pojavila pogreska, proces se pokusao
provesti do kraja. Medutim, robot nije uklju¢io u rad uputu za prekondicioniranje protein G

plocice u postupku proci§¢avanja Sto je uzrokovalo nemoguénost daljnjeg provodenja procesa.

5.1.2. Pokus$aj dva

Izolirani uzorci iz prethodnog pokusaja su ponovno podvrgnuti procesu deglikozilacije
i proc¢is¢avanja iako se znalo da su oni kontaminirani. Rad s ovakvim uzorcima je posluzio za
ispitivanje tocnosti skripte koja je uvedena u program TECAN-a. Ovaj puta TECAN je ukljucio
proces prekondicioniranja protein G ploc€ice te se pokusaj uspjesno proveo do kraja. Zavrsni

uzorci karakterizirani su pomo¢u xCGE-LIF-a, a kao rezultat dobiven je elektroferogram.

Za standarde su proracunate prosjecne relativne postotne povrsine, standardna devijacija i CV

vrijednost (koeficijent varijacije).
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Tablica 13. Prikaz dobivenih statistickih vrijednosti za pokusaj dva

Glikanski vrh(GA -
glycan Peak)
GP1
GP2
GP3
GP4
GP5
GP6
GP7
GP8
GP9
GP10
GP11
GP12
GP13
GP14
GP15
GP16
GP17
GP18
GP19
GP20
GP21
GP22
GP23
GP24
GP25
GP26
GP27

Prosjefna relativna
postotna povrsina
0,651143
0,282403
2,330565
2,111537
0,204039
0,036753
0,088354
0,228408
1,956612
0,309083
0,882433
0,332146
9,370883
2,99522
0,159142
0,51893
18,04626
0,386309
0,316725
3,039043
0,305037
0,441989
18,69584
11,10317
5,043696
0,701218
0,164958

Standardna
devijacija
0,209129
0,083158
0,69474
0,63937
0,038295
0,012115
0,019112
0,033349
0,268898
0,037275
0,172279
0,080386
1,851996
1,139666
0,06233
0,115002
3,199645
0,0327
0,052354
0,709404
0,052134
0,066104
1,929167
0,350157
0,331866
0,102126
0,046406

CVv

32,11722
29,44674
29,80993
30,27986
18,76831
32,96184
21,63094
14,60075
13,74305
12,05994
19,52313
24,202
19,7633
38,0495
39,16627
22,16145
17,73024
8,464669
16,52974
23,34302
17,09113
14,95592
10,3187
3,153665
6,579809
14,56409
28,13196

Dobivene CV vrijednosti su bile prevelike, primjerice za GP14, CV je iznosio 38% §to nam

jasno daje do znanja da je doSlo do pogreske ili kontaminacije. Da bi metoda robotizirane
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glikozilacije bila valjana, potrebne su CV vrijednosti u rasponu od 0 do 15 %. Naslici prikazani

su elektroferogrami kontaminiranih plazma standarda.
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Slika 23. Prikaz plazma standarda u pokusaju broj dva. a) plazma standard 6; b)

plazma standard 5; c) plazma standard 4

Kvalitativnom analizom od strane stru¢njaka xCGE-LIF elektroforeze, potvrdila se

kontaminacija prilikom uzorkovanja zbog prisutnosti pomaka (eng. shifting) glikanskih vrhova.

5.1.3. Pokusaj tri

Problem kontaminacije iz prvog i drugog pokusaja se probao izbje¢i zamjenom plocica.
Umjesto kolekcijske plocice u kojima se nalazio DBS 1 10XPBS u pocetku, novi uzorci su
prebaceni u filter plocicu te se pomocu vakuumskog uredaja za filtriranje uzoraka pokusao
odvojiti kapljeviti uzorak od krutog DBS-a. Zbog same slozenosti uzorkovanja 28 razlicitih
osoba, odluceno je testove provoditi na uzorku jedne osobe kako bi se u prvi plan stavila
analiticka, a ne bioloSka varijacija. Za ovaj pokusaj koristeni su uzorci zdrave muske osobe od

26 godina.lzgled plate layouta prikazan je na tablici 14.
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Tablica 14. Prikaz plate layout-a za pokusaj broj tri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
sample_ | sample_ | sample_ sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_
A 40 41 25 10 75 46 32 47 7 79 11
sample_ | sample_ | sample_ | stand 6 | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_
B 13 16 74 2 -- 62 7 28 5 55 17
sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_
C 53 37 39 71 22 20 51 69 26 21
W sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ sample_
T- 80 - 54 31 60 58 27 64 - 1
WWW sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | stand_6 sample_
E 4 _4 34 48 23 43 3 65 9 56 3 61
sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_
F 36 29 35 67 12 59 6 63 14 19 66 38
~sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | stand 6 | sample_ sample_ | sample_ | sample_
| sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_ | sample_
H 68 76 52 33 15 73 30 57 50 42 70

Ovaj pokusaj bio je neuspjesan jer su papiri¢i DBS-a zatvorili pore filter plo¢ice §to je dovelo
do nastajanja podtlaka i efekta pjenjenja niz plo¢icu. Na taj nacin se ponovno nije uspjela izbjeci
kontaminacija uzorka. Daljnje provodenje procesa je obustavljeno zbog ocite 1 vidljive

kontaminacije.

5.1.4. Pokusaj Cetiri

Za pokusaj broj Cetiri su se koristili uzorci krvi zdrave muske osobe starosti 23 godina.
Izgled plate layout-a bio je isti kao u prethodnom sluéaju. Postupak odvajanja kapljevitog
uzorka od papiri¢a DBS-a se u ovom pokusaju provodio manualno jer je u tom trenutku to bilo
jedino pogodno rjeSenje. U ovom pokuSaju nije uocena vidljiva kontaminacija u procesu
izolacije. Koncentracije uzoraka mjerene na Nanodropu nakon izolacije su prikazane u tablici

15.
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Tablica 15. Koncentracije 1gG-a u pokusaju broj Cetiri

1 2 3 4 5 6 7 8

A | 0,2031 0,2154 0,1985 | -0,0309 0,2143 0,2322 0,1885 0,1643
B | 0,1875 0,2275 0,1838 | 0,5222 -0,081 0,779 0,2006 0,2089
C | 0,2048 0,218 0,179 0,2013 0,2116 0,1849 0,2386 0,168

D | -0,0113 | 0,2026 0,6235 | 0,03361 | 0,1228 0,1613 0,1942 0,1817
E | 02129 0,5106 0,1995 | 0,2493 0,1805 0,2051 0,2028 0,1967
F | 0,1803 0,2161 0,2561 | 0,1897 0,2002 0,2043 0,2357 0,2106
G | 04253 0,2216 0,1721 | 0,2538 0,1924 0,2259 0,1537 0,2159
H | 01796 0,2309 0,1798 | 0,2135 0,4035 0,1958 0,191 0,2381

Postupak je proveden do kraja te su dobiveni elektroferogrami.

9 10 11 12
0,1914 0,1448 0,1863 | 0,1705
0,2165 0,2026 0,1942 | 0,1923
0,1797 0,1933 0,6288 | 0,1738
0,2126 0,6468 0,6353 | 0,1691
0,1965 0,1827 0,3407 | 0,2465
0,1987 0,1925 0,1989 | 0,2303
0,549 0,2206 0,1927 | 0,195
0,1378 0,2262 0,1689 | -0,017

Na elektroferogramima je

uoceno da je odziv glikanskih vrhova vrlo mali ili ne postoji. Kontrolom protokola i skripte u

programu, kao jedan od mogucih razloga za ovu pogresku bila je nemoguc¢nost TECAN-a da

otpipetira male uzorke enzima PNGaze F koja se dodaje u volumenu oko 1 pL. Prikaz

dobivenog elektroferograma s nedovoljnom koli¢inom enzima prikazan je na slici 24.

rrrrrrr

Slika 24. Elektroferogram malog intenziteta

5.1.5. Pokusaj pet

Ovaj pokusaj je bio test pipetiranja enzima pri ¢emu su kao uzorci posluzili ve¢ izolirani

glikani od strane stru¢no osposobljenog analitiCara ¢ime su otklonjene moguénosti

kontaminacije u procesu izolacije. Ovim testom pokusao se odrediti najbolji omjer MQ vode,

enzima i 5xPBS-a koji TECAN uspje$no moze dodati u svaku jazicu, a da se dobiju uspjesni

elektroferogrami. Plate layout je izgledao kao u tablici 16.
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1
sample 1ul.1
sample 1ul.2
sample 1ul.3
sample 1ul.4
sample 1ul.5
sample 1ul.6
sample 1ul.7

sample 1ul.8

Tablica 16. Prikaz plate layout-a za pokusaj broj tri

2
MANUAL 1
MANUAL 2
MANUAL 3
MANUAL 4
MANUAL 5
MANUAL 6
MANUAL 7
MANUAL 8

3
sample 1ul.9
sample 1ul.10
sample 1ul.11
sample 1ul.12
sample 1ul.13
sample 1ul.14
sample 1ul.15
sample 1ul.16

4
MANUAL 9

MANUAL 10
MANUAL 11
MANUAL 12
MANUAL 13
MANUAL 14
MANUAL 15
MANUAL 16

5
sample 2ul.1
sample 2ul.2
sample 2ul.3
sample 2ul.4
sample 2ul.5
sample 2ul.6
sample 2ul.7

sample 2ul.8

6
sample 5ul.1
sample 5ul.2
sample 5ul.3
sample 5ul.4
sample 5ul.5
sample 5ul.6
sample 5ul.7

sample 5ul.8

U prvi i tre¢i stupac plo¢ice dodana je koli¢ina enzima od 1 pL koliko se i dodaje u protokolu

za manualnu glikozilaciju. U drugi 1 Cetvrti stupac dodan je isti volumen, ali ovaj put ru¢no

kako bi se rezultati mogli usporediti. U peti stupac dodana je smjesa koja se sastoji od 1 uL. MQ
vode, 1 pL 5XPBS i 0,12 pL enzima. U Sesti stupac dodano je 0,12 pL enzima, 3,2 uL MQ

vode i 1,8 uL 5XPBS. Proucavanjem rezultata testa, zakljuceno je da se najbolji rezultati

javljaju kada se koristi sustav od 5 pL.

a)

18000.0-

16000.0-

nnnnn

Sf-l i
o P AL

(i
AL

—
E‘

63



Slika 25. Rezultati testa pipetiranja enzima. a) Manualna metoda; b) 1ul; c) 2ul; d)5ul
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5.1.6. Pokusaj Sest

U Sestom pokusaju koriSteni su uzorci krvi zdrave muske osobe u starosti od 23 godine.
Plate layout je isti kao u pokusaju broj Cetiri. Primjenom rezultata testa iz pokuSaja pet, skripta
je modificirana. Test je proveden uspjesno, nisu bile vidljive kontaminacije, robotska ruka je
precizno odradila zamisljene poslove, unutarnji standardi su pokazali da je kvaliteta analize
zadovoljavajuca te su dobiveni elektroferogrami zeljenog oblika. Na slici 25 su prikazani
elektroferogrami standarda, negativnih proba i uzoraka. Slijepe probe nisu pokazale prisutnost
glikana.
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Slika 26. Prikaz rezultata dobivenih u pokusaju Sest. a) prikaz slijepe probe; b) prikaz plazma

standarda 4 ; ¢) prikaz plazma standarda 5 ; d) prikaz plazma standarda 6; €) prikaz uzoraka

Uzorci vode na elektroferogramu prikazuju skoro pa nikakav odziv §to znaci da je postupak
proveden uspjesno, bez kontaminacije. Odzivi plazma standarda su takoder toc¢ni (male
oscilacije u intenzitetima i pomacima se mogu zanemariti), a uzorci pokazuju ujednacen profil.

Postupak robotiziranog vodenja procesa analize glikozilacije proteina je proveden uspjesno.
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5.2. Manualno

Za to¢no izvrSenje manualnog procesa analize glikozilacije proteina bila su potrebna
dva pokusaja. U prvom pokusaju doslo je do kontaminacije uzorka zbog manjka iskustva i
prakse u radu tog protokola. Slijepa proba je pokazivala prisutnost potencijalne kontaminacije
glikanima, pokazuju¢i ocekivani elektoferogram glikana IgG-a, a unutrasnji standardi su

pokazali velike varijacije izmedu glikanskih vrhova ukazujuéi na nezadovoljavajucu kvalitetu

analize.

U drugom slucaju postupak je odraden ispravno, buduci da je analiti¢ar stekao iskustva u
procesu analize glikozilacije proteina. Analiza je provedena uspjesno, nisu bile vidljive
kontaminacije slijepih proba, unutarnji standardi su pokazali da je kvaliteta analize
zadovoljavajuca te su dobiveni elektroferogrami zeljenog oblika. Prikaz odziva slijepe probe,

plazma standarda i uzoraka u procesu elektroforeze prikazan je na slici.

b)
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Slika 27. Prikaz rezultata dobivenih manualno u pokusaju dva. a) prikaz slijepe probe; b)
prikaz plazma standarda 4 ; ) prikaz plazma standarda 5 ; d) prikaz plazma standarda 6; e)

prikaz uzoraka

Uzorci vode na elektroferogramu ne prikazuju znacajan odziv §to znaci da je postupak proveden

uspjesno. Odzivi plazma standarda su takoder to¢ni kao i1 kod robotiziranog procesa, a uzorci
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pokazuju ujednacen profil. Postupak manualnog vodenja procesa analize glikozilacije proteina

je proveden uspjesno.

5.3. Usporedba manualnog i robotiziranog procesa

Promatrajuéi profile slijepih proba, plazma standarda i uzoraka na elektroferogramima
mozemo provesti kvalitativnu usporedbu manualne i robotizirane metode analize glikozilacije

proteina.

Uzorci slijepih proba pri obje metode su zadovoljavajuéi jer su odzivi skoro pa neznatni.
Dubljim promatranjem zakljucuje se da pri manualnom provodenju ipak dolazi do malo manjeg
odziva negative probe, ali samo to nije ozbiljan i dovoljan razlog za zakljuciti koja je metoda

preciznija.

Medutim, ono §to se moze primijetiti je da SU pri manualnom provodenju profili uzoraka mnogo
konzistentniji u odnosu na automatsko provodenje. Takav rezultat je i ocekivan budu¢i da je
manualna metoda ve¢ razvijena i poboljSana jer se koristi duzi vremenski period, a robotizirana

metoda je po prvi puta provedena upravo sada.

Ipak, za stvarnu usporedbu preciznosti ovih metoda potrebno se okrenuti numerickim
vrijednostima dobivenim integracijom glikanskih vrhova elektroferograma. Za kvantitativnu
analizu racunaju se prosjecne relativne postotne povrSine glikanskih vrhova, standardne
devijacije i CV vrijednosti. Cilj je robotiziranom metodom dobiti rezultate §to sli¢nije
manualnoj metodi. Na slici 21 je prikazan graf u kojem su obuhvaéene sve vrijednosti za

kvantitativnu analizu.
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Tablica 17. Prikaz odstupanja prosje¢nih relativnih postotnih povrSina glikanskih vrhova

dobivenih manualno i robotizirano

GP1 0,076788
GP2 0,100689
GP3 0,085343
GP4 0,12008
GP5 0,107631
GP6 0,130819
GP7 -0,00559
GP8 0,02502
GP9 0,044402
GP10 0,064

GP11 0,107319
GP12 0,029592
GP13 0,064324
GP14 -0,19546
GP15 -0,04834
GP16 -0,02256
GP17 -0,01695
GP18 -0,00023
GP19 0,024006
GP20 -0,16792
GP21 -0,00861
GP22 -0,00607
GP23 0,029637
GP24 0,030272
GP25 0,122488
GP26 0,006204
GP27 0,0412

Promatraju¢i rezultate zakljuCujemo da se vrijednosti prosjecnih relativnih postotnih povrsina
ne razlikuju znatno. U tablici 11. prikazano je prosjecno odstupanje prosjecnih relativnih
postotnih povrSina glikanskih vrhova dobivenih manualno i robotizirano. Odstupanja su
relativno niska (ispod 10%) osim za vrhove 4, 6, 20 i 25. Odstupanja u tim vrhovima iako su

veca mogu se zanemariti bududi da se radi o vrhovima malog intenziteta pa ¢ak i mala varijacija
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vrijednosti rezultira velikim odstupanjima. Primjerice, za GP6 prosjecna vrijednost relativne
postotne povrsine za robotiziranu metodu iznosi 0,057864, a za manualno 0,05117. Ova razlika
je u apsolutnoj vrijednosti vrlo mala, a odgovarajuc¢e odstupanje iznosi 12% S§to se Cini kao

veliku odstupanje ako se ne primjeni u ovom kontekstu.

S druge strane, kod glikanskih vrhova velikog relativnog udjela (relativna postotna povrsina
veca od 10%) ocekuju se puno manja odstupanja. Tako primjerice najveéi zapazeni CV takvih

vrhova je 3,88% kod automatizirane metode.

Standardne devijacije rezultata dobivenih manualno i automatski pokazuju znacajniju razliku.
U globalu standardne devijacije su vece kod robotizirane metode $to je i ocekivano jer se radi
o novoj metodi provodenja analize glikozilacije proteina i nije realno za ocekivati da iz prvog
uspjes$nog pokusaja rezultati budu to¢niji. 1znosi standardnih devijacija su stavljeni u kontekst
uvodenjem statisticke vrijednosti CV koja predstavlja omjer standardne devijacije i prosjecne

vrijednosti relativne postotne povrsine glikanskog vrha.

Promatrajuéi statisticku CV vrijednost, dolazi se do zakljucka da je manualna metoda i dalje
rjeSenje koje ¢emo upotrijebiti ukoliko provodimo analizu gdje je preciznost od posebne
vaznosti. Medutim, iako je robotu ovo prva implementacija metode, on je ¢ak u nekim
glikanskim vrhovima precizniji i konzistentniji kao npr. u treem, Cetvrtom, trinaestom,

Cetrnaestom, devetnaestom, dvadesetom i dvadesetpetom vrhu.

Prema provedenom ispitivanju usporedbe robotizirane i manualne metode za analizu
glikozilacije proteina, manualna metoda se i dalje namece kao bolje rjesenje. Osim $to pokazuje
vidljivo bolje rezultate analize, nju je znatno lakSe provesti u ovom trenutku. TECAN u
odredenim vrhovima pokazuje svoju kvalitetu, medutim njegov puni potencijal se moze posti¢i

jedino implementacijom vanjskih uredaja te optimiranjem metode i posuda.
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6. ZAKLJUCAK
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U okviru ovog rada razvijena je automatizirana metoda analize glikozilacije proteina 1gG-a
koja je izravno usporedena s postoje¢om validiranom manualnom metodom. Razvijena metoda
uvelike smanjuje interakciju laboratorijskog osoblja s opasnim tvarima, smanjuje moguénost
ljudske pogreske, protokol se moze jednostavno prenijeti u drugi laboratorij, a potencijalno se
moze smanjiti vrijeme pripreme uzorka za analizu. Usporedivala se preciznost dvaju metoda
te se pomocu Excel-a i Pythona (s odgovaraju¢im bibliotekama) provela kvantitativna
statistiCka analiza rezultata koja je predocena u graficki oblik. Statisticka kvantitativna analiza
je pokazala da su dvije metode usporedne jer su vrijednosti prosjecne relativne postotne
povrsine i1 koeficijenti varijacije glikanskih vrhova u velikoj mjeri usporedive. Prisutna
standardna devijacija automatizirane metode je nesto veca, Sto je o¢ekivani rezultat buduéi da
je izvedba ovog rada bila prva implementacija te metode. Daljnjim razvojem metode

ocekujemo da Ce se razlika izmedu tih metoda smanjiti.

Moguca poboljsanja u ovom podrucju ukljucivala bi implementaciju dodatnih uredaja koji
otezavaju opsezniju automatizaciju metode kao npr. Uredaj za brtvljenje, NanoDrop
spektrofotometar, vakuumski suSionik te centrifuga. Dodatni razvoj uredaja za analizu
glikanskih struktura i laboratorijskog posuda (u najve¢oj mjeri plasti¢nih plo¢ica) ¢e biti vrlo

vazan ¢imbenik za ostvarenje potpune automatizacije procesa.

Trenutno je nemoguée provesti potpunu automatizaciju procesa analize glikozilacije uz
postojece robotske radne stanice te vanjske uredaje i aparaturu. Postoji veliki potencijal za
razvoj potpuno automatizirane metode ako bi se u sustav implementirali odredeni uredaji,
razvile bolje plocice i steklo vece iskustvo u rukovanju radnom stanicom. Potencijalni iduci
korak bio bi dugorocno testiranje metode i usporedba s vise analiti¢ara u periodu od 6 mjeseci,
gdje bi bilo o¢ekivano da ¢e robotski sustav imati prednost u odnosu na laboratorijsko osoblje.
Takoder, mozZe se provesti ispitivanje preciznosti metode na uzorcima razli¢itih osoba, kako

bi se u prvi plan stavila bioloska varijacija.

Smatram da je automatizacija glikozilacije proteina lgG-a veliki korak prema naprijed u
visokoprotocnoj analizi glikana te ¢e se ona, u skorijoj buducnosti, nametati kao izvrsno
rjesenje za provodenje razliCitih glikobioloskih procesa znatno to¢nije, preciznije i brze od

covjeka.
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7. POPIS SIMBOLA
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2-AB
ACN
Asn
APTS
Asn

CH

CL
DMSO
DNA
ER
EtOH
Fab

Fc
GalNAc
GIcNACc
GP

GPI

GU
HC
HILIC

HPLC

LC-MS

2-aminobenzamid (eng. 2-aminobenzamide)

Acetonitril

aminokiselina asparagin

8-aminopiren-1,3,6-trisulfonska kiselina

Asparagin

konstantna regija teSkog lanca imunoglobulina G
konstantna regija lakog lanca imunoglobulina G

dimetil sulfoksid (eng. dimethyl sulfoxide)
deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
Endoplazmatski retikulum

etanol (eng. ethanol)

fragment koji veZe antigen (eng. antigen-binding fragment)
fragment koji kristalizira (eng. crystalizable fragment)
N-acetilgalaktozamin

N-acetilglukozamin

glikanski (kromatografski) pik (eng. glycan peak)
glikozilfosfatidilinozitol - sidra (eng.
Glycosylphosphatidylinositol, GPI anchor)

glukozne jedinice (eng. glucose units)

teski lanac imunoglobulina G (eng. heavy chain)
tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim
interakcijama (eng. hydrophilic interaction liquid
chromatography)

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High
Performance Liquid Chromatography)

imunoglobulini

imunoglobulin A

imunoglobulin D

imunoglobulin E

imunoglobulin G

imunoglobulin M

laki lanac imunoglobulina G (eng. light chain)

tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

(eng. Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry)
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PB
PBS
PNGaza F

SDS
Ser
TEA
Thr
TRIS

UHPLC

VH

VL
XCGE-LIF

2 - pikolin boran (eng. 2-picoline borane)

fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)
peptid-N-glikozidaza (eng. peptide-N*-(N-acetyl-p-D-
glucosaminyl)asparagine amidase F)

natrijev dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate)
aminokiselina serin

Trietanolamin

aminokiselina treonin

tris (hidroksimetil) aminometan (eng. tris (hydroxymethyl)
aminomethane)

tekuc¢inska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti (eng.
Ultra Performance Liquid Chromatography)

varijabilna regija teSkog lanca imunoglobulina G
varijabilna regija lakog lanca imunoglobulina G
Multipleksna kapilarna gel elektroforeza s laserom potaknutom

fluorescencijom
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9. PRILOZI
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) C\ProgramDiatz) Texan| BV Oware) dotabase) Soipts\B_IgG_iso_mini_1_checklist.esc
; Sub-Routine Execwte subroutine and wait for it to firish
=
Group Samgle preparation
2
Comment 581 free
3
=
Group Dilute sample and trarsfer onto filter plate
4
= )
Begin Loop 96 times "input”
5
Set Variable loop_no = ~LOOP jnput~
L]
Import Variable e LI oo rey R AemnDescp il
. Ll
Set Variable pipetting volume ~oop_no~ = startrone
8
Export Variable 1variable(s) ==»> C:\Users\Admin|DesctoplVarjable) Output oo
g
End Loop "ingut”
10
(=1 )
Begin Loop 12 times "Columi®
11
Wash Tips M% 30+4.0m
12
=
Begin Loop 8 times "Row"
13
Set Variable rumber = ~LOOP_Rowe«+85 ~LOOP_Columne-1)
14
Set Variable sample_volume = pipetting voiume_~NUMBER~
15
=
If - Then sample_vdume > 160
16
Get DiTis \:g:v DITi 1000 CL LiHa
17 1
=
Else
18
Get DiTis \;E» DITi 200ul CL LiHa
19 !
End If
20
Set Variable TIP_OFFSET = TP_OFFSET+1
Fal
Export Variable 2 variable(s) ==> C:\Users\Admin\Decktop!Varijabis\Output._pipeted.csv
22
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End Loop “Row
23
Set Variable TIP OFFSET =0
24
= ;
Begin Loop & times " Aspirats"
25
Set Variable rumber = ~LOOP_firatee+&+~LOOP_Coluran~-1)
26
Set Variable sample_volume = pipetting volume_~HUMBER-~
27
. sample_vaume pl Water free dispense no detedion
; Aspirate r..?a | o, 1 Row 1)
Set Variable TIP_OFFSET = TIP_OFFSET+1
28
End Loop "Aspiate”
30
Set Variable TIP OFFSET =0
a1
= ;
Begin Loop & times "Digperss”
32
Set Variable number = ~LOOP_Digpersen+&+ ~LO0P_Columne-1)
33
Set Variable sample volume = pipetting volume_~NUMBER~
34
. sampie_wolume pl Water free dispense no detection
- Dispense F?“ "Palacoprepd6 on 1l short” (Cal. 1, Row 1), 2 options
Set Variable TIP_OFFSET = TIP_OFFSET+1
35
End Loop "Disperee”
ar
Set Variable TIP OFFSET =0
36
Drop DiTis % DiTi Nested Waste LiHa
30
End Loop "Column”
40
Set Variable sandwich_site = 3

41

Transfer Labware
42

Source: Grid '52," Ste "¥; Destination: Grid "28', Site "Z; Namow
(ROMA 1)

inhecoMTC
43

StartShake( 1,250,0 Cinde antidodosdse)

Start Timer
44
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Wait for Timer Timer 1 : 9600 sec
45
=
Group Pre prepare plate
45
Souree: Giid '52,' Site '1'; Deestination: Grid '69, Site '1'; Namow
. Transfer Labware (ROMA 1)
A200 TestMethod(Ig5_isclation_01_storage removal_2_mini)
45
RuriVasteMethod] IoG_isdation 01_storage_remnoval _2_mini; StopOnAbort=True; LayoutDefinition=Range=1-96;
A200 Columrs=)
40
A200 WaitFerMethod()
50
Comment Storage removed
51
AZ200 TestMethod{lof_isolation_05_Protis_Regeneration__Cond_2_mini)
52
A200 RuriVasteMethod{ IgG_isdlation 05_ProtG_Regeneration__Cond 2_mini; StopOnfbort=False;
s LayoutDefinition=Range=1-96; Caumns=)
Group End Pre prepare plate
54
Start Timer 2
55
Wait for Timer Timer 2 : 1200 sec
56
inhecoMTC Stopshake] 1)
57
) Transfer Labware S{m‘ne:Glr;d'ZE,'Elte'Z;Dﬂimm:Gﬁd'E’,Sme'Z;Nam
Group End Dilute sample and trarefer onto filter plate
50
Comment Sampie diluted and transfered
a0
A200 WaitForMethod()
A1
Transfer Labware a{me: Glr']ill:l 609, Site '1'; Destination: Grid '52, Site'1'; Narrow
G2
Group End Sample preparation
B3
=
Group Flasma fitration
B4
Comment Sandwich trarsfiered, 52-2 ooupied
]

‘ Transfer Labware
GE

Source: Grid "52,' Site '2'; Destination: Gnid '69, Site '1"; Narmow
(ROMA 1)
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Comment

&7

52-2 free

AZ200 TestMethod{laG_isdlation 02_PTFEfiltration)
(=]
AZ200 RuniVasteMethod(Ig5_isolation_02_PTFEfiltration; SopOnAbort="False;LayoutDefinition=Ranoe=1-96; Calumns=)
(=]
Comment In perallel
70
AZ200 WaitForMethod()
71
Source: Grid '69, Site "1'; Destingtion: Grid '52, Site 'Z'; Namow
. Transfer Labware (ROMA 1)
Comment Removie acopreep from sandwich to enable sample tranfer onto protein g plate
T3
Comment Sandwich dissasambled
T
Vector "Drop filler fate onto 1mil Short Deepwell plate”, Grid 52, Site 2 (ROMA 1)
. ROMA Vector cpen, from Safie to End Position, grip, from End to Safe Position
User Prompt e e o o ey
sound : o
7B
Vertor "Drop filter fiate onto 1mil Short Deepwell plate”, Grid 52, Site 3 (ROMA 1)
o ROMA Vector mowe from Safie to End Pasition, open, from End to Safie Position
Group Sample_transfer
TB
(=l .
Begin Loop 12 times "Transfer_sample_onto_PGP"
79
Wash Tips m%l 3.0+4.0m
80
Get DiTis ﬁ% DiTi 1000 CL LiHa
81
. 800 pil Waker free disperss no detedtion
" Aspirate "Sample” (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
. BO0 pl Water free dispense no detedtion
- Dispense "mini Protein G” (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
Drop DiTis ﬁ%’ DITi Nested Waste LiHa
84
‘ End Loop "Transfer samgle onio PGP
85
Group End Sample_trander
86
Comment Sample transfiered to PGP
ar
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‘ Transfer Labware
8B

Sounce: Grid '52," Site '2'; Destination: Grid '6', Ste 'S'; Narmow

(ROMA 1)
Comment &5 omupled, 52-2 emgly
8o
‘ Group End Plasma fitration
o0
=
Group Binding and washing
o1

Transfer Labware

Sounce: Grid "52," Site "1'; Destination: Grid ‘65, Site '1"; Narmow

- (ROMA 1)
A200 TestMethod({lg5_islation (3 binding and_washing 2_mini)
a3
RuriasteMethod( loG_isolation (013_binding and washing 2 mini; StopOnAbort=False; LayoutDefinition=Range=1-06;
A200 Colurmns=)
04
Group End Binding and washing
05
Group ElLtion pregaration
D&

Transfer Labware

Source: Grid "58," Site "1'; Destination: Grid '52', Site '2'; Namow

ar (ROMA 1)
Comment 52-2 acoupied
86
=
Group netiralization buffer pipetting
ag
Wash Tips % 30+4.0ml
100
Get DiTis % DATI 1000u CL LiHa
101
: 42.5%13 pl == Water free dispense no detedtion <<
mzAsplrate % "NE" (Cdl. 1, Rows 1-8)
= .
Begin Loop 12 times "singie”
103
. 42,5 pl Water free disperse no detedion
mD'SF'e”SE ‘%‘ "Sample” {Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
End Loop "gnge"
105
Drop DiTis % DATI Mested Waste LiHa
106
Group End revtralization buffer pipetting
107
Comment 52-2 free, carier with neutralization buffer transfiered to 52-1
108
Group End Eluticn preparation
108
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=
Group

Wit fior Binding to finish
110
A200 WisitFerMethod)
111
Transfer Labware a{me: Gll;d '8, Site '1"; Destination: Grid'S2, Ste 'I'; Narmow
112
Comment Sampile bound and washed
113
Group End Wit for binding to finish
114
=l
Group Elution
115
Comment formic add dispenserd
116
Comment 52-2 corupied
117
Vector "Dirop Accprep filter piate orfio 2l Deeghiell plate v2-2 collect”, Grid 52, Ste 1 (ROMA 1)
HaROMAVector open, from Safe b End Positicn, grip, from End to Safe Position
User Prompt 1o Sndch sepeenied Py T
119
Vector "Drop fiter plate onto 1mil Short Deepwell plate”, Grid 52, Site 2 (ROMA 1)
mROMAVector move from Safie to End Position, apen, from End to Safe Position
Source: Grid 52, Site '2'; Destination: Grid '6%/, Site 'I'; Narrow
" Transfer Labware (ROMA 1)
=l
Group elution
122
A200 TestMethod(ToG_isolation 04 FA_Elution 2 rrini)
123
A200 RuriWasteMethod(IoG._isclation_04_FA,_Elution_2_miri; SopOnAbort=Faise;L ayoutDefinition=Range=1-86,Colunns=)
124
Group End elution
125
=
Group paraliel with elution
126
Comment pap camer retumed
127
A200 WaitForMethod()
128
Comment sample eluted
128
Group End paraliel with elution
130

Transfer Labware
131

Spurce: Grid 69, Site "1'; Destination: Gnid '52, Site '2'; Narmow
(ROMA 1)
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Vector "Drop fiter piate onto 1mi Short Deepwell plate”, Grid 52, Ste 2 (ROMA 1)
mROMAVec‘mr open, from Safe to End Position, grip, from End to Safe Position
User Prompt T the sencinich sepeted ppe T
133
Viector "Drop Amroprep filter piate onto 2l Deepel plate v2-2 clled”, Grid 52, Ste 1 (ROMA 1)
mRDMA\.-‘ector move from Safle to End Position, open, from End to Safe Fosition
Comment sandwich disasembled
135
Group End Elution
36
=l
Group Regeneration of g5 plate

137

Transfer Labware

Source: Grid "52,' Site "1'; Destination: Grid '69, Site '1'; Narmow
(ROMA 1)

A200 TestMethod(lgG_isdlation 05_ProtG_Regeneration__Cond_2._mini)
139
RurivasteMethod{ oG_isolation_05_ProtG,_Regeneration__Cond_2_mini; StopOnAbort=Falee; LayouDefintion=Range=1-56;
A200 Colurrs=)
140
Group End Regeneration of oG plate
141
"Please make sure the shaker is empty!
User Prompt IF you have another plate for analysis piease repeat the preparation proes!”
aound : no
142
=l
Group Resispension and shake
143
Transfer Labware ?uua: Glr;d 52, Site "2'; Destination: Grid ‘26, Ste 'Z'; Namow
144
inhecoMTC SartShaka( 1, 750,0 Cirde antidodenisz)
145
Start Timer 15
146
Wait for Timer Timer 15 1 60 sec
147
inhecoMTC StopShake(1)
148
Transfer Labware ﬂ{me: Glr;d 26, Site "2'; Diestination: Grid '52, Ste 'Z'; Namow
149
=
Group resuspend and shake
150
= ]
Begin Loop 12 times "Resuspend”
151
Wash Tips % 30+40m
182
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153Get DiTis % DITi 1000u CL LiHa
, Aspirate w I S e s n <
_ispense w I i
15ﬁDroq:; DiTis % DITi Nested Waste LiHa
Eﬂ;nd Loop "Resuspend”
158Group End resuspend and shake
159Comment sample resuspended
meuD End Resuspension and shake
i Group Wait for regeneration
152A200 WaitForMethod()
1mTransfer Labware mﬁ'f i o o e
‘“Comment Plate regenerated
1ﬁsGroup End Wait for regeneration
User Prompt Dcet et to gt i G ok i e by i Fl i G e et o A200”
sound : no
166

Prilog 1. Konfiguracija stola i skripta u programu Evoware za izolaciju 1gG-a



Start Timer 1
1

Heated Incubatorl SetTemperature( 2 60)

Heated Incubatorl SetTemperat.re(3,37)

Wash Tips M% 0+20m
4
=
GI"OU[J Sep O Chedkdist
5
\ . DiTi 50ul CL LiHa
. Set DiTi position Giid : 1, Site : 1, First pesition in labware : 1
. . DATi 2000 O LiHa
i Set DiTi position Gidd : 1, Site = 2, Firsk pesition in labware - 1
\ . DiTi 1000 CL LHa
Set DiTi position Grid ¢ 1, Site : 3, Firet position in labware < 1

"L Refill 50 ul tips if necessary!
User Prompt 2. ot yeur sample fate onto prs 52-2.
3. Prepare a reagent containing PCR. place.
4, Prepare 1.66% PBS and put it in column 1 of reagent FCR. plate.”
sound | mo

"5. Prepare 0.5% SDS and put it Incolumn 2 of reagent PCR plate.

User Prompt . Presiare 4% loepal and put It in column 3 of reagent: PCR plate.
7. Prepare the engyrme mixiure by mixing L plL of 5xPBS with 0,12 pl of PNGase F per samplie. Make sure 1o prepans some
esdra to acount for pipetting erors{oca 2 extra per well)"

o sound : no
"7. Add ultra pure water to column 5 of reagent POR. plate.
User Prompt 8. Prepare APTS/PB |abelling mixture. Put it in colurmn 6 of reagent POR: plate.
™ sound @ mo
Group End Suep 0: Cheddist
12
=
Group Sep 1: Reaspend
13
=
Begin Loop 12 times "PES"
14
Wash Tips Fl% 3.0+ 4.0m
15
Get DiTis M% DT 50ul O LiHa
16
. 3 pl Water free disperss no detextion
. Aspirate Fl% "Reagents POR" (Col. 1, Rows 1-8)
. 3yl Water dry contad oustom
. Dispense M% "Sample PCR® (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
Drop DiTis ﬁ% DITi Mested Waste LiHa
18
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End Loop “FES'
20
=
Begin Loop 12 times "SDS"
21
Wash Tips i]% 3.0+4.0m
22
Get DiTis M% DIT1 50ul €1 LiHa
23
\ 4 pl Water free dspense no detedtion
B Aspirate "Reagents POR" (Cal. 2, Rows 18)
) 4 pil Water dry contact austom
N Dispense "Sarmple PCRE (Col. 1, Rows 18} , 1 cption
Drop DiTis i]% DITi Mested Waste LiHa
26
End Loop oS
27
Transfer Labware SE:uf:e' Glr;d 52, Site '?; Destinatior: Grd ‘26, Site ', Marmow
2B
User Prompt FCees the ple!
sound : no
20
inhecoMTC Sartshake( 1,750,0 Cirde artidockwiss)
30
Start Timer 2
31
Wait for Timer Tirmer 2 : 300 sec
32
inhecoMTC SopShake(1)
33
Transfer Labware Ss:m:e' Glr;d 26, Site '7; Destiration: Grd 'S2, Site '7'; Mamow
34
User Prompt M'M: mg"d =y ¥ :
35
Group End Sep 1: Resuepend
36
Wait for Timer Timer 1 : 1800 sec
ar
1=l
Group Sep 2: obate
Kl
User Prompt :;f.tj ::_»mm the pet="
30
Viartor "Open incubator”, Grid 40, Ste 2 (ROMA 1)
" ROMA Vector mowve from Safe to End Position, from End to Safie Position
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Source: Grid 'S2," Site 'Y, Destirabion: Grd "407, Site ‘2" Marrow
Transfer Labware v ’
41

Heated Incubatorl CloseDoor()

42

Start Timer 1
43

Wait for Timer Timer 1 : 600 sec
dd

Viedtor "Open incubator”, Grid 40, Sie 2 (ROMA 1)

" ROMA Vector move from Safe to End Fosition, from End to Safe Postion

Source: Grid "40," Site 'Y; Destiration: Grd "S2, Site ‘2" Marrow
Transfer Labware v :

46

Heated Incubatorl SetTermperature( 2,0)

47

Heated Incubator1 CloseDoo()

4B

User Frompt mﬁé uneeal m; plate! *
sound : o
40
=
Begin Loop 12 times "lgepal”
S0
Wash Tips % 30+4.0m
51
Get DiTis ﬁ% DT 50ul €L LiHa
52
. 2 pl Water free disperse no debection
. Aspirate ﬁ% "Reagents FCR" (Col. 3, Rows 1-8)
) 2 pil Water dry contact austom
3 Dispense ﬁ% "Sarmple PCRY (Col. 1, Rovs 1-48) , 1 option
Drop DiTis % DT Mested Waste LiHa
S5
End Loop “lgeral®
SE
=
Begin Loop 12 times "Ergyme"
57
Wash Tips ﬁ% 30+4.0m
SE
Get DiTis % DIT1 50ul €L LiHa
58
. == 1l Wiater free dispenss ro detertion
. Aspirate ﬁ% Eﬁ nisgms FCR" ((Col. 4, Rr?m 18)
) 1 pl Water dry contact custom
5 Dispense ﬁ% "Sample FCR' (Col. 1, Rows 1-4) , 1 option
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n Drop DiTis ﬁ% DiTi Nested Waste LiHa
 End Loop “Erzyme”
_, User Prompt Make sure tosea te plte!
ROMA Vector Vector “Open incubator”, Grid 40, Site 3 (ROMA 1)

B5

rrose from Safe to End Position, from End to Safie Position

Transfer Labware
BE

Soume: Grid '52," Site '?; Destinatior: Grid "4, Sita '3'; Narrow
(ROMA 1)

Heated Incubatorl CloseDoor()
a7
Start Timer 1
GE
Wait far Timer Tirmes 1+ 10800 sex
L]
ROMA Vector Vector "Open incubator”, Grid 40, Site 3 (ROMA 1)

T

rrosae from Safie to End Position, from End to Safie Position

Transfer Labware

71

Seurce: Grid "40," Site '¥; Destirabion: Grd 'S2, Site '2'; Narrow
(ROMS, 1)

a3

Heated Incubatorl SatTemperature] 3,0)
T2
Heated Incubatorl CloseDaoor()
T3
User PI'OI‘I“IDt ;Lﬂ':lar:gj,up,mmhl hour in 2 vaouum conoentrator.”
Td
Group End Sep 2 habate
=
Group Sep 3: Label
El "
Begin Loop 12 times "Water"
Tr
Wash Tips ﬁ% 3.0+4.0m
;]
Get DiTis M% DiTi 50ul €L LiHa
Li:]
\ 2 pl Waber free dispense no detedion
, Aspirate ﬁ% "Reagents PCR" (Col. 5, Rows 18)
| 2 pl Water dry contadt astom
. Dispense N[% "Sarrpie PCR® (Col. 1, Rows 1-8) , 1 aption
Drop DiTis jﬁ% DiTi Mested Waste LiHa
a2
End Loop "Wiater™
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Transfer Labware

84

Source: Grid '52," Ste 'Z; Destination: Grid 26, Site '2'; Marmow
(ROMA 1)

g

User Prompt FCees the ple!
gound : no

B85

inhecoMTC Qarnchake( 1, 750,0 Cirde artidadoss)
BE

Start Timer 2
ar

Wait for Timer Tirner 2 : 180 sec
BE

inhecoMTC SopShake(1)

Transfer Labware

a0

Source: Grid '26," Site '7; Destination: Grd 'S2, Site 'Z'; Namow
(ROMA 1)

User Prompt . Petmsesirgl
sound : no
g1
=
Begin Loop 12 times "Labeling colour”
a2
Wash Tips % 30+4.0m
g3
Get DiTis M% DITI 50ul €1 LiHa
B4
\ 7=z 4 pl Labeling dispense no detection
N Aspirate ﬁ% [ "Reagents PCR" (Col. 7, Rowe 18)
\ 4 il Labeling dispense no detection
N Aspirate "Remgents FCR" (Col. 6, Rows 1)
. B pl Wet contact no detection
N Dispense i "sarmpla PCR" (Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
Drop DiTis M% DITi Nested Waste LiHa
8B
End Loop "Labaling colou”
]
Group End Sep 3: Label

100

Transfer Labware

1M

Source: Grid '52," Site 'Y; Destirabion: Grd 26, Site '2"; Namow
(ROMA, 1)

User Prompt p e the ek
sound @ no
102
inhecoMTC SartShake( 1, 750,0 Cirde antidodkwiss)
106G
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Start Timer

Wait for Timer Timer 2 : 300 se¢
105
inhecoMTC Sophake(1)
106
User Prompt "Spin don the plate and put It in the oven at 37 °C for exadtly 16 hours!

sound : o

Prilog 2. Konfiguracija stola i skripta u programu Evoware za proces deglikozilacije
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1

=
Group

Sep 0 Chadkdist

Wash Tips M% 20+ 20m
2
' " DTi S0ul CL LiHa
. Set DiTi position Gid : 1, Site : 1, Firgt position in labware : 1
' " AT 2004 €1 LiHa
X Set DiTi pasition Grid ¢ 1, Site : 2, Firet position in labware : 1
' " [HTi 1000 €L LHa
. Set DiTi position Grid : 1, Site : 3, First position in labware : 1
"1 Set a filter plate with biogel onto carer onto pos 52-3.
User Prompt 2. Prepare at least 200l of 80% ACN, 100m B0%6ACN + 0.1M TEA and 300mi of deorized water and set them on A200.
3. Put the sample plate onto carmler pos S2-1.
4, Put a dean 1.2mi shert plabe onto Hotel pos 58-1 and a carmer ono 52-2."
sound : no
(]
A200 TestConnedion])
7
A200 TestMethod OGE_dearup 01)
B
A200 TestMethod{ OGE_deanup (2_am_tea)
8
A200 TeaMethod{ CGE_dearup 02_flash)
10
A200 TestMethod{ CGE_deanup 02_ACN)
11
A200 TesMethodCGE_deanup 02 water)
12
A200 TestMethodOGE_deanup 03)
13
Group End Sep 0: Cheddist
14
Group Siep 0: Premndition plate
15
Transfer Labware f;':.m:e' Glr;d 52, Site'¥; Destinabion: Grd '657, Site '1'; Marow
1B
A200 TestMethod(CGE_dearup 01)
1T
AZ200 RuriWasteMethod(CGE_deanup 01;StopCnAbert=False; LayoUtDefinition=Range=1-96; Colurmrs=)
16
A200 WaitForMethod()

18

Transfer Labware

20

Soure: Grd '89," Site '1'; Destinabion: Grd 'S2', Site '3'; Narrow
(ROMA 1)
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Group End Step 0: Precondion plate
,

2

=l

Group Qep 1: Cearup
22
=
Begin Loop 12 times "traneler_sarple”
23
Wash Tips ’% +am
24 -
Get DiTis ﬁ% DITI 200ul €1 LiHa
25
\ M 115 pl Water free dispense no detection
N Aspirate "Sample PCR [Col. 1, Rows 1-8) , 1 option
Dispense
27
Drop DiTis M% D! Nested Waste LiHa
2B
End Loop "Wansfer_samplc”
20
Vieeter "Grab Avopren fiter piate certered grp”, Grid 52, Ste 3 (ROMA 1)
. ROMA Vector agen, from Safe to End Position, grip, from End to Safle Postion
User Prompt 1;1:1”:2 bottom for droplets:” ’
sound @ no
a1
Vieetrr "Drop filter piate ot 1rrl Short Despwel plate”, Grid 52, Ste 2 (ROMA 1)
. ROMA Vector move from Safee bo End Position, open, from End 1o Safe Position
User Prompt Check the Snduidi?
33 sound & ro

Transfer Labware
34

Source: Grid "52," Site '¥; Destinabion: Grid ‘28, Site '2'; Mamow
(ROMA 1)

“Cover the: plate coly to prevent sample cross-ontamination!

40

User Prompt
sound : o
35
inhecoMTC StartShake( 1,450,0 Cirde antidockmss)
36
Start Timer 2
a7
Wait for Timer Timer 2 : 300 ser
3B
inhecoMTC Siopthake(1)
38
User Prompt Vncover the ok
ound : o
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Transfer Labware

Sourme: Grd '26," Site 'Y, Destiration: Grid 'S2, Site 'Z'; Narmow

58

» {ROMA 1)
Verter *Drop filter plate onto 1l Short Deepwell plate®, Ged 52, Ste 2 (ROMA 1)
" ROMA Vector egen, from Safie to End Position, grip, frem End to Safe Position
User Prompt ri bottom for droglets!” ‘
gound : mo
43
Verter “Grab Agoprep filter plate centered orip®, Grd 52, Ste 3 (ROMA 1)
W ROMA Vector rrove frem Safie to End Position, open, from End to Safie Pesition
User Prompt Chedk the sandnichi?
45 gound : o
Transfer Labware meﬂd'sz,'gm's; Drestiration: Grid "6, Site '1'; Marrow
46
A200 TetMethod| CGE_deanup 02_flach)
47
A200 RuritasteMethod{ OGE_deanun 02_flach; SopOndbort=Faise:d ayoutDefiniion=Range=1-96:Columns=)
4B
AZ200 WaitForethod()
40
=
Begin Loop 8 tirmes "acn_tea"
50
=
If - Then LOOP am _tea < 6
51
A200 TestMethod(C5E_deanup 02_am _tea)
52
AZ200 RuniWasteMethord OGE_dearup 02_am_tea; StopOntbort=Fatse;L ayoutDefinion=Range=1-56:Colurmns=)
53
AZ200 WaitForMethod()
54
=
Else
55
A200 TestMethod(C5E_deanup 02_ACN)
56
AZ200 RuniWasteMethor CGE_deanup 02_ACN:SiopOnAbort=False: ayoutDefinlion=Range=1-96;Cdumns=)
57
A200 WaitForMethod()
5B
End If

Transfer Labware

B0

Soure: Grid '68," Site 'L'; Destination: Gid 'S, Site '3'; Mamrow
(ROMS 1)

ROMA Vector

61

Vider "Grab Acopren filter plate centered orip”, Grid 52, Site 3 (ROMA 1)
apen, from Safe to End Postion, grip, from End o Safe Postion
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User Prompt

"Has the sandwich separated properly ?

Chieck: the: hothom fior droglets!™
gourd @ no
B2
Vietor “Dirop fier plate onto 1l Short Deepwell plate®, Grid 52, Ste 2 (ROMA 1)
. ROMA Vector rrowe from Safee to End Position, open, from End o Safie Pesiticn
User Prompt Chec the sandwcti?
B4 sound : no
Transfer Labware meﬂd'sa'gm'z; Destiration: Grd 26, Site 'Z'; Narrow
B85
UEErPI’OIT‘Ipt :Gmeﬂfmmmwmmmgﬂ'rﬂemmm
gound : no
66
inhecoMTC StartShake( 1,450,0 Cirde antidadonise)
a7
Start Timer 2
BE
Wait for Timer Tirmer 2 ¢ 120 e
[==]
inhecoMTC SQopShake(1)
70
User Prompt Jncover the plate!
sound : no

71

Transfer Labware

72

Source: Grd "26," Site '7'; Destinabion: Grd "S2, Site 'Z'; Narrow
(ROMA 1)

Viector “Drop filter plate onto 1l Short Deeprel plate”, Grid 52, Ste 2 (ROMA 1)

. ROMA Vector open, from Safe to End Position, grip, from End to Safe Pestion
User Prompt ok the ot o dropiats!® ‘
sound : no
T4
Vierter "Grab Aaoprep filter plate centered orip”, Grid 52, Site 3 (ROMA 1)
. ROMA Vector rrowe from Safee to End Position, open, from End to Safie Position
User Prompt Chec the sandwcti?
76 sound : no
Transfer Labware meﬂd'sa'gm's; Destination: Grd "69, Site '1'; Marrow
7
A200 TestMethod| O5E_dearup (2_flash)
L]
A200 RuriasteMethod CGE_deanup 02 flash;StopOrAbort=False:LayoutDefintion=Range=1-96Columns=)
L)
A200 WaitFortethed()

a0
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83

End Loop "acn_tes"
81
AZ200 TestMethod(CGE_deanup_02_water)
a2
A200 RuriWasteMethod(CGE_deanupn 02_waterSinpOnAbort=False; LayoutDefinition=FRange=1-96;Columns=)

Transfer Labware

54

Source: Grd "S2," Site '7; Destiration: Grd ', Ste 'S ; Narrow
(ROMA 1)

Transfer Labware

85

Source: Grid "S8," Site 'L'; Destinabion: Grid "52, Site '2"; Narrow
(ROMA 1)

A200

86

WaitForMethod()

Transfer Labware

Source: Grid '68," Site '1'; Destinabion: Grd "52, Site '3, Namow

- (ROMA 1)
Group End Qep 1: Clearnup
BE
Bl
Group Sep 2+ Elution
L
Viertor “Grab Acoprep filter plate centered orip”, Grid 52, Ste 3 (ROMA 1)
N ROMA Vector move from Safe t End Position, grip, from End to Safe Postion
User Prompt o s the sanalch seperate] popey ™
91
Veedor "Drop filter plate onto 1l Short Deepwell plate”, Grd 52, Ste 2 (ROMA 1)
N ROMA Vector rrove from Safie to End Position, open, from End to Safle Pesition
User Prompt o e b ﬂ::amase
o3 sound @ no
Transfer Labware msgd'sz,'gm'z; Destiratior: Grid "26, Site '2'; Marrow
L
=
Begin Loop 2 times "Elute steps"
85
UserPrompt :qu‘ﬂ'emmnrifmmms&rﬂenmmm
gound : no
86
inhecoMTC StartShake{ 1,450,0 Cirde antidocksse)
ar
Start Timer 2
aE
Wait for Timer Timer 2 : 300 sec
an
inhecoMTC Sophake(1)
100

104



User Prompt "Uncover the plate!
sound 1 mo
101
Transfer Labware Soure: Grd 2" e 2; Destmaton:Gr 65, Ste ' oo
102
A200 TestMethod{CE_dearuyp, 03)
103
mAzon RuriasteMethod{ CGE _ceanup,_(13;SiopOnébort=Fatse;LayoutDefinition=Range=1-96;Coumrs=)
A200 WaitForMethod)
106
Transfer Labware S G 65 St Destraton: Grd 25, e 2; Norow
108
End Loop S
107
User Prompt "Cover the plate orfy 10 prevert sampie ross contamination!
sound @ no
108
inhecoMTC Starnshake( 1,450,0 Cirde antidodasse)
109
Start Timer 2
110
Wait for Timer Tirmer 2 : 300 sec
111
inhecoMTC QopShake(1)
112
User Prompt Mncover the el
sound : no
113
Transfer Labware mﬁgﬂ "26," Ste 'Z; Destiration: Grid ‘69, Site 'T'; Narrow
114
A200 TeaMethodOGE_deanup (2_flash)
115
A200 RurivastehMethod(OGE_deanup 02 flash; SopOndbot=False ayoutDefinition=Range=1-96;Caumns=)
118
A200 WaitForbethod |
117
Transfer Labware mﬁg" '69," Site 'I'; Destination: Grid 'S2, Site '2' Narrow
118
|— Group End Qep 2 Eltien
1189

Prilog 3. Konfiguracija stola i skripta u programu Evoware za proces proc¢is¢avanja
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0 16 40 4 5 64
Seconds . . . . . -
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Time %
+ Min - SR

0.0 0.00

15.0 1.25

115.0 1.25

120.0 1.25

120.0 0.00
Max |125.0

Prilog 4. Prikaz profila tlaka za Resolvex A200
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import struct 74 if num == 1:

1
2 import phgutil 75 namespace[tag] = namespace[tag + '1']
2 import csv 76
4 import o 77 return super{).__nev__(cls, name, bases, namespace, *FKuargs)
S import datetime
73
&  import functools 72
7 import hashlib 88 class ABIF(metaclass=ARIFMeta):
& # 1mport xml.etree.ElementTree as ET 21 “iig ABTF File reader
3
a2
@ 83 ABIF (Applied Biosystems Genetic analysis Data File Format) is a binary
= ("ABTE'
= 21l = (T4BTRY,) 24 file format used by genetic analyzers from Applied Biosystems (today
= 85 Therme). Files are designsted as ABIF encoded by *.abl* or *fsa® name
13 .
86 extension.
14
&7
= 88 ABIF encoding can be described as directory of tag, value pairs,
16
89 where tags are 4 characher plus a single digit designation.
17  # Current Data Types . . s :
<bed o . 28 For example 'DATAl" is described as *Channel 1 raw data*.
18  # Described on page 13. of the Manua
o1
13 TYPES = '-BBHh1-fd-h2 48 11BB ? - - - - p s'.split
" PLEG 92 For same tags single digit can be replaced with multidigit number,
28
93 for example 'DATAles' represents *Raw data for dye 5+,
21 HEADER = f'{ENDIAM}4sh’ ) )
32 TEM - f{ENDIANjasizhed 24 while 'DATAS' is reserved for *Veltage, measured {decaVolts)®.
) ‘ Al}asizhai®
95
23
96 There are number ags using unlimited number (1-N) designation,
h ber of t limited ber (1-N) d ti
24 DIGEST = '@ac522f4be22c72ced?227Ff7e5ebiabocebfocallzafladefdad123292594e3" 4 3
97 for example 'OfScN® for *List of scans that are marked off scale in
25 'bb7faasldr4es7ea2soabsedared4aeboes2aa764b5d952bFhab4f224cbbi2ds” ) -
. 98 Collection®, with number designation from 1 tec N.
93
7
109 e
28  def read_tags():
= 8]
I package = _name__.rsplit('.", 1)[e] e ~tagadase = read_tazs()
38 fh = io.stringlo(pkgutil.get_data(package, 'tags.csv').decode(}) ez - R .
o 183 def __init_ (self, fileobj):
2 digest - hashlib.snasiz(fh.read().encode()). hendizest() e #BI7(Fileobl)
Ex] assert digest == DIGEST s
s fh.seck(e) 186 Parameters
= 187 e
6 reader = csv.reader(fh, delimiter='\t') 188 fileob]
17 nest (reader) 1089 filename or file 1ike chject
E tagadesc = {} e
33 for line in reader: L
2 line = [field for field in line if field] L2 if isinstance(filech], str):
a1 tsg, num, type_, desc = line 113 self.filename = fileobj
a2 if num.isdigit(): 114 self.filech] = mMome
43 num = int{num) =
44 tagidesc[(tag, num)] = desc e Elss
a5 return tagzdesc 117 self.filename = Wone
a5 118 self.filecbj = fileohj
a7 119
43 class ABIFMeta(type): 120 self.closed = Hone
43 tagadesc = read_tags() 1z
58 122 @classmethod
51 def __new__(cls, name, bases, namespace, **hkwargs): 1z def describe(cls, tag, number=None):
52 tagadesc = cls.tagadesc 124 tag2desc = cls._tag2desc
53 read = namespace[‘read'] 1z if number 1s hone:
4 for tag, num in cls.tag2desc: 126 tag, number = tag[:4], tagls:]
= desc = tagedesc[tag, num] 127 if number.isdigit():
56 name = tag + strinum) 123 number = int{number}
57 129 else:
58 if name in namespace: 138 number = 1
) method = namespace[name] 131 return tag2desc.get((tag, number)) or tag2desc.get({tag, "N'})
=] methed._ doc_ = desc 132
&1 133 def open(self):
62 else: 124 if self.filename:
& try: 135 self.filech] = open(self.filename, 'rb")
&4 method = functoels.partial(namespace[tag], number=num) 136
&5 137 self._read_header({)
23 except KeyError: 133 self._read_directory()
&7 method = functoels.partial(read, tag=tag, number=num) 139
68 148 self.closed = False
5 methed = property(method, doc=desc) 141
70 142 def close(self):
71 namespace[name] = method 142 if self.clesed is False:
72 144 self.filecbj.close()
73 for tag, num in tag2desc: 145
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158
151
152
153
154
155
158
157
158
159

def

def

def

def

def

def

_enter__(self):

if self.clesed is Mone or self.closed is True:

self.open()
return self

__exit__ (self, type_, value, traceback):

self.close(}

_read_header(self):

abif, wersicn = self._unpack(HEADER, offset=0)

assert abif == b'ABIF'
self.version = version

directory = self._unpack(ITEM)

tdir, one, _, _, elements, size, offset, _ = directory

assert tdir == b'tdir’
assert one ==

self._dir_ocffset = offset
self._dir_elements = elements

_read_directery{self):
self.fileobd.seek{self._dir_cffset)

self.directory = {}
for 1 in range(self._dir_elements):
item = self._unpack{ITEM)

tag, num, type_, _, elements, size, offset, _ = item

tag = tag.decods()

self.directory[tag, num] = (type_, elements, size, offset)

_unpack(self, format, packed=None, offset=None}:

if offset:
assert packed is None
self.fileobj.seek{offset)

if packed 1s none:

packed = self.fileobj.read{struct.calcsize{format))

else;

packed = packed[ :struct.calcsize(format}]

data = list(struct.unpack({format, packed)}

if len(data) == 1:
data = data[e]

data = data.decode(}

except attributeError:
pass

else:
if data.endswith('xee'):
data = data[:-1]

return data

__getattr_ (self, attr):
if attr == “directory’:

raise valueerror(f"{self} is not opened.”)

if len{attr} » 4:
tag, num = attr[:4], attr[2:]
num = int{num)

return self.read(tag, num)

else:
raise Attributeerror

Prilog 5. Prikaz programa Pyabif za konverziju podataka

218
219
22@
221
232
223
224
235
226
237
238
229
3@
231
232
233
234
235
236
37
238
235
248
241
242

244
245
248
247
248
245
2@
251
252
253
254
255
256
257
258
258
Ze@
26l
282
263
254
285
266
267
268
288
I7a
71
72
73
74
75
7e
77
7s
272
2@
281
282
283

def read(self, tag, number):
num = number
try:
type_, elements, size, offset = self.directory[tag,
except KeyeError:
raise attributeerror
user = False
if type_ »= 1224
type_ = 1
user = True
if elements == 1:
fmt = £'{ENDIAN}{TYPES[type_1}
else:
fmt = f'{ENDIAN}{elements}{TYPES[type_1}"
if size <= 4:
walue = struct.pack(f'{ENDIAN}L', offset)
wvalue = self._unpack(fmt, packed=value}
else:
wvalue = self._unpack(fmt, offset=offset)
if type_ == 1@:
walue = datetime.date(*value)
elif type_ == 11:
value = datetime.time(*value)
elif user:
value = bytes({value)
return value
@property

def CpEP1({self):

value = self.read({'Cper', 1)
return value

def DyeB(self, number):

value = self.read('DyeB', number)
return chr{value)

@property

def APrX1{self):

value = self.read{'APrx', 1}
return bytes(value).decode(}

@property

def FWo_1{self):

value = self.read('FWO_', 1}
return bytes(value).decode(}

@property

def RMdX1{self):

value = self.read{'&Mdx', 1}
return bytes(value).decode(}

@property

def MODL1{self):

value = self.read{'MODL', 1}
return bytes(value).decode(}
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