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§ SazZetak XVII

SAZETAK

Uzrok upalne bolesti crijeva (enmflammatory bowel diseaséBD) nije joS uvijek
potpuno razjasnjen te je ponekad tesko razlikawagtestalije oblike, Crohnovu bolest (eng.
Crohn’s disease,CD) i ulcerozni kolitis (eng.ulcerative colitis, UC). Glikozilacija
imunoglobulina G (IgG) povezuje se s CD-om i UC-dé1o-glikozilacija IgG-a (fragment koji
kristalizira, eng. fragment crystallizable Fc) utjge na njegove efektorske funkcije.
Analizirane su promjene u Fc-glikozilaciji 1gG-a ygzane s UC-om i CD-om kao i s
klini¢ckim obiljezjima ovih bolesti u razlitim skupinama ispitanika te je ovo prva studija
upalne bolesti crijeva u kojoj je analizirana glikacija IgG-a po potklasama.

U retrospektivnoj studiji prikupljeno je ukupno 8Buzoraka krvne plazme pacijenata
oboljelih od UC-a (1056) i CD-a (874) te zdravipitanika (enghealthy controlsHC, 427).
Ovo je dosad najve provedeno istrazivanje glikozilacije IgG-a u IBD-Tekwinskom
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom m@s®. nano-liquid chromatography-
mass spectrometrynanoLC-MS) analizirana je Fc-glikozilacija 1gG-a pmotklasama
(glikopeptidi dobiveni djelovanjem tripsina). ISpdna je povezanost izrde pojedinih
skupina (UC vs HC, CD vs HC i UC vs CD) i glikopielat te povezanost izrde klinickih
obiljezja bolesti i glikopeptida.

Kod pacijenata oboljelih od CD-a i UC-a, zabiljedge niza razina galaktozilacije
IgG-a u odnosu na kontrole. Fukozilacija 1gG-a j& Ipove&ana kod oboljelih od CD-a
naspram HC-a, ali snizena kod oboljelih od UC-gpream HC-a. SniZzena galaktozilacija se
povezuje s tezim oblicima CD-a i UC-a, ukljjuci i potrebu za operacijom.

U retrospektivnoj analizi uzoraka krvne plazme maata oboljelih od CD-a i UC-a,
Fc-glikozilacija IgG-a je povezana s navedenim &tiea (u usporedbi s kontrolama) i
njihovim klinickim obiljezjima. Rezultati ovoga istrazivanja bi giip kroz bolju klasifikaciju
pacijenata, pridonijeti razumijevanju mehanizamavoga CD-a i UC-a te razvoju
dijagnostike ili smjernica lijggenja.

Kljucne rij&i: upalna bolest crijeva, Chronova bolest, ulcerozkolitis,
immunoglobulin G, Fc-glikozilacija, glikopeptidi, anoLC-MS, Klintka obiljezja,
galaktozilacija, fukozilacija, klasifikacija pacijata.
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SUMMARY

The cause of inflammatory bowel disease (IBD) i pborly understood and the
most prominent forms Crohn’s disease (CD) and atoer colitis (UC) are sometimes hard to
distinguish. Glycosylation of immunoglobulin G (IyGas been associated with CD and UC.
IgG Fc-glycosylation affects IgG effector functioriBhe changes in IgG Fc-glycosylation
associated with UC and CD, as well as with diseaseacteristics in different patient groups,
were evaluated, and this is the first study ofamfinatory bowel disease where subclass-
specific IgG gycosylation was analyzed.

A total of 2 357 plasma samples were collectecetrospective cohort that contained
samples from UC (1056) and CD patients (874) a$ agchealthy controls (HC, 427). So far,
this is the largest study of IgG glycosylation BDI. Subclass-specific IgG Fc-glycosylation
(tryptic glycopeptides) was analyzed by liquid ahedography coupled to mass spectrometry
(nanoLC-MS). Associations between disease stat@sW&HC, CD vs HC, and UC vs CD)
and glycopetide traits and associations betweaicali characteristics and glycopeptide traits,
was performed.

Patients with CD or UC had lower levels of IgG g#dsylation than controls.
Fucosylation of IgG was increased in patients Wb vs controls but decreased in patients
with UC vs controls. Decreased galactosylation @ased with more severe CD or UC,
including the need for surgery.

In a retrospective analysis of plasma samples fpatients with CD or UC, we
associated levels of IgG Fc-glycosylation with dse (compared to controls) and its clinical
features. Through better patient classificatiors¢hfindings could increase our understanding
of mechanisms of CD and UC pathogenesis and be taseévelop diagnostics or guide
treatment.

Keywords: inflammatory bowel disease, Crohn's disealcerative colitis, immunoglobulin
G, Fc-glycosylation, glycopeptides, nanoLC-MS, iclah characteristics, galactosylation,
fucosylation, patient classification
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§1. Uvod 1

8§ 1. UVOD

1.1. Upalna bolest crijeva

Upalna bolest crijeva (engnflammatory bowel diseaséBD) je skupina krorinih,
autoimunih bolesti probavnog sustava,ceéje tankog i debelog crijevaU podlozi ovih
bolesti je sloZeni imunoloSki poreds nastao kao posljedica thaljelovanja genskih i
okolignih cimbenik&. Najzastupljenije su Crohnova bolest (ef@yohn’s diseaseCD) i
ulcerozni kolitis (engulcerative colitis,UC) koje se razlikuju po mjestu nastanka te prirod
tijeka upalnog procedaMontreal klasifikacija UC-a temelji se na rasprasjenosti bolesti i
teZini simptoma dok se kod CD-a temelji na stargsitijenta pri postavljanju dijagnoze,
lokaciji i ponasanju bolesti Kvaliteta Zivota pacijenata s upalnim bolestimgesa je znatno
smanjena s obzirom na simptome bolesti (abdominsola krongni proljev, crijevno
krvarenje, gubitak teZine, mwina, povréanje, anemija itd®) ali i nuspojave agresivnih
lijekova te su takvi pacijenti dozivotno na posefmncezimu prehrane. Ligenje IBD-a se
sastoji od saniranja i kontrole simptoma posebniezinnom prehrane, kirurSkim

intervencijama te protuupalnim i imunosupresivnigkiovima.

1.1.1. Pojavnost, prevalencija i rasprostranjenost upalmesti crijeva

Upalna bolest crijeva se moze dijagnosticirati o liojoj zivotnoj dobi, a n&e&e
izmedu 15. i 40. godine Zivota, uz manje izraZeredialost pojave bolesti iziae 50. i 80.
godine Zivota. Oko 2 % stajeva IBD-a se pojavljuje kod djece rmdaod 10 godina, a 30 %
bolesti se pojavljuje kod mladih ljudi u dobi izéwe10. i 19. godine ZivotalBD je cesto
dijagnosticiran kod viSeslanova iste obitelji. Pojavnost IBD-a raSte trenutno iznosi
priblizno 1 na 200 osoba u razvijenim zemlj&nt obzirom na spol, Crohnova bolest nesto
je ceXa u Zena, dok se ulcerozni kolitis javlja podjednakoba spola. Prosjeo, u Europi i
Sjevernoj Americi, od Crohnove bolesti boluje 3,acienta na 1000 osohadok je
prevalencija bolesti manja u Aziji i Afriéi CD je&e&a u razvijenim zemljams porastom
broja oboljelih, posebno od 1970. godih¥. Pojavnost ulceroznog kolitisa godignje iznosi 1-
20 slitajeva na 100 000 osoba, a prevalencija iznosi 8si4@jeva na 100 000 osoalok
za CD godisnje, pojavnost iznosi 0-16¢sleva na 100 000 osoba, a prevalencija iznosi 4-
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§1. Uvod 2

214 sl&ajeva na 100 000 osdbaUkupna prevalencija IBD-a je 396 &hjeva na 100 000
stanovnikayodisnjé®, a samo u Europi ima 2,5-3 milijuna oboljéfifi* Procjenjuje se da je u
svijetu u 2010. godini upalna bolest crijeva praxita 34 000 smrtf s tim da je Zivotni vijek
kod Crohnove bolesti nesto kianego kod UGP. Takater, procjenjuje se da je u Europi
preko 2,5 milijuna IBD pacijenata s porastom premalje i u drugim populacijarfiaTesko je
odrediti ta&nu pojavnost upalne bolesti crijeva zbog: neposjajalijagnostikog, zlatnog
standard4, nedosljednih prikaza siajeva® te pogresne klasifikacijé

Upalna bolest crijeva se&e javlja u populacijama sjeverne i zapadne Eurepe t
Sjeverne Amerike, posebno kod bijelaca i Zidova sleknatno rige u Juznoj Americi, Aziji
i Srednjem istoku (Slika 1.1)

r - T v
Pojavnost [BD-a N s L _:I-
[ niska - LAY ) f'.ff?\.-- 1
niska s porastom i [ Ia' I.LP
srednja | Z / o= /.1
W icoka 2 . e
D nema podatakes AT r /

Slika 1.1.1 Pojavnost upalne bolesti crijeva u svijetu, gogiSma 100 000 stanovnika. Crvenom je Gama
visoka pojavnost (viSa od 10 ghjeva), naratastom je ozn&ena srednja pojavnost (5-10 &ljeva), zelenom je
ozn&ena niska pojavnost (manja od 4¢slja), a Zutom je oz®ana niska pojavnost s kontinuiranim rastom. Za

podrusja koja nisu obojana nisu dostupni podaci, pritgw iz Molodecky et al. 2012.

Geografska distribucija UC-a i CD-a je vrlo raitt'® uz najvisu incidenciju u
Sjedinjenim Ameidkim drzavama (SAD), Kanadi, Ujedinjenom Kraljevstv&kandinaviji.
Pov&ana pojavnost je zabiljezena u sjevernim pgina u odnosu na juzne dijelove
Europe?® i SAD-&°.
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§1. Uvod 3

1.1.2. Uzroci upalne bolesti crijeva

1.1.2.1. Genska predispozicija za upalnu bolest crijeva

Genske predispozicije za razvoj upalne bolesteeajsu slabo razjaSnjene tecse da
je rije¢ o utjecaju par stotina gena. U sklopu cijelogertdmasocijacijskih studija (eng.
genome-wide association studi€@NAS), potviiena su 163 mjesta u genomu koja doprinose
pojavi IBD-a te je time objasnjeno 8,2 % do 13,8l4¢ajeva Crohnove bolestii 4,1 % do 7,5
% slutajeva ulceroznog koliti¢h Ta 163 mjesta povezuju se s oko 300 gena odgitveen
stvaranje citokina [interferon gama (IFNG-interleukin-12 (IL-12), tumorski faktor nekroze
alfa (eng.tumor necrosis factor alphalNF-a) i interleukin-10 (IL-10)], aktivaciju stanica
imunoloSkog sustava [T i B limfocita te NK stan{emg.natural killer, NK)] te za aktiviranje
imunoloSkog odgovora na bakterijsku infekciju (KEGEBAK i STAT signalni put)(Slika
1.1.2.1.5% S Crohnovom bolesti povezuju se i mutad@P1gena, ukljdenog u signalni put
odgovora endoplazmatskog retikuluma (ER) na gonglanesmotanih proteifd®
Autofagija se izdvaja kao jedan od mehanizama ogeatezi IBD-&, a mutacije u genu
ATG16L1koji inducira autofagiju i time spéava organizam daapadéd invazivne bakterije,
povezuju se s razvojem Crohnove bofésHabiljeZena je i pleiotropija IBD gena s geninaa z
druge upalnim bolestima poput ankiloznog spondiiii psorijaz&.
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§1. Uvod 4

Procesi povezani s upalnim bolestima
crijeva:
Mikrobiot Epitelna barijera
Prehrana 1 INALZ®, HVE4A, CDHI,
% tFlIl, MUC1S, ITLNI1*®
Obnavljanje
REL. PTGER4, NKX2-3, STAT3,
Transport otopina
SLCOA4, SLC22AS SLC22A4",
Epitel AQP12A/B, IA3, SLCZ6A
Panethove stanice
— ITLNI®, NOD2" ATGI6LI®, XBP]
e . TUrodena imunost- mukoza
U'L'.E_}}}cxva.nje NOD2® ITLNI® CARDS
medijatora EL, SLC1IAL FCGR2A
= Privlaéenje imunoloikih stanica
Prenofenje CCL11/CCL2/CCL7/CCLS,
signala | CCR6, ILBRAVILERS, MSTI
Prezentacija antigena
ERAP2*, LNPEF. DENND1B
Efcktorske IL-23/T,17
stanice Yk2*, STAT3,
Regulacija T imfocita
L INDFIP], TNFSFE, TAGAF, . IL2ZRA
Regulacija B limfocita
ILS, IKZF1, BACHZ,
. Imunoloika tolerancija
Stanicni odgovor: . IL27% SBNO2, CREM
. — T [R2, NOD2*
Autofagija ER stres Unutarstaniéni transport Stanitna migracija
ATG16L1% IRGM, NOD2*, CPER4, ORM . VAMP3, KIF218, L8, ARPCZ, LSPI, AAM! -
LRRK2, C1 ARK Y, DAF RINC3, XB FGFRIOR CEF TPPI = Ulcerozni kolitis
= Crohnova bolest
Apoptoza/nekroza Metabolizam ugljikohidrata Oksidativnistres — Ulcerozni kolitis/Crohnova bolest
FASLG, THADA®, GCKR* AdR PRDXS5, BACHZ, ADO, GPX4, GPX]*®, SLC22A4, LRRK2, cis-eQTL
AR PUS10, MST NOD2*, CARDS"®, HSPAG, DLD, PARKT, UTS2", PEX] *kodirajuéa mutacija

Slika 1.1.2.1.1Genske predispozicije za razvoj upalne bolesteea] Geni povezani s razvojem ulceroznog
kolitisa oznaeni zeleno, povezani s Crohnovom bolesti éenaplavo, a geni povezani s objema bolestima
ozn&eni crveno, geni s kodirajom mutacijom cis-eQTL su oz&eani *, u epitelu crijeva Panethove stanice su
ozn&ene s P, a enterociti s E, limfoidne stanicelenmg imunoloSkog sustava oZeae su s ILCdng innate

lymphoid celly, prilagaieno iz Khor et al. 201%.

Geni povezani s pojavom IBD-a pokazuju pleiotropgugenima povezanima s
pojavom primarnih imunodeficijencija, (engrimary immunodeficiencie®ID), kod kojih je
disfunkcionalan imunoloski sustav, Sto rezultirékien infekcijama. Ovdje se ubrajaju geni
povezani sa smanjenim brojem cirkulirdju T limfocita (ADA, CD40, TAP1/2, NBS1, BLM,
DNMT3B te geni povezani s pI7 limfocitima @TAT3, B limfocitima GSP110 i
regulatornim T limfocitima $TAT5B?". Dio PID genal(12B, IFNGR2, STAT1, IRF8, TYK2
i STAT3, povezan je s povanim rizikom od razvoja mendelovske preosjetljivasa
mikobakterije (eng. mendelian susceptibility to mycobacterial diseasdSMD)?"*2
Zabiljezena je i pleiotropija gena povezanih s poja IBD-a s genima povezanima s
pojavom kompleksnih infekcija mikobakterijama, npgubé®. Mutacije STAT3gend>*! i
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CARD9 gend” koje uzrokuju PID s infekcijama koZe stafilokokankandidom, takder

pokazuju pleiotropiju s genima povezanim s pojavBd-a.

Jedna takva potencijalno magugenska mreza ukfuje geneNOD2, 1L10i CARDY9
a ukazuje na interakciju doiina s bakterijanfa. Preko 30 mjesta u genomu povezuje se s
Crohnovom bolesti, a 23 mjesta s ulceroznim kalitiste je za v@nu poznata bioloSka
funkcija®®. Jedna od prvih mutacija povezanih s Crohnovoredtoje pomak okvirditanja u
NOD2 genu (poznatim i pod nazivo@ARD15gen?, a nakon toga su otkrivene ickaste
mutacije istog gerfA Od osobite je vaZznosti g¢tiCK koji ima protuupalnu ulod (Slika
1.1.2.1.2). GenHCK potice ekspresiju gen®&OD2 i I1L10. IL10 je protuupalni citokin
povezan s mendelovskimi nemendelovskim IBD-ofi. Gen HCK se povezuje i s
protuupalnom aktivacijom monocita (M2 makrofatja)

b) LST1 - S100A9
===0y SLCHIAY
ARC el :
e
e ™oz
NeKapiL - CARDD
was
- PARVG
4 LoALSS
DOX3
A

Slika 1.1.2.1.2Geni povezani s razvojem upalnih bolesti crijeajaPleiotropija IBD gena s genima povezanima
s razvojem gube, imunodeficijencija (emymune deficiengyMD), primarnih imunodeficijencija (PID). Unutar
skupine PID, istie se mendelovska preosjetljivost na mikobakteN&D), b) Skupina gena oko gena NOD2.
IBD geni su oznéni ruztasto, plavom su oztiani geni koji nisu povezani s IBD-om, strelice afznzaju

pretpostavljenu regulaciju ekspresije, prildgoo iz Jostins et al. 20%2.

lako uzroci upalnih bolesti crijeva joS nisu pozngenskicimbenici igraju odréenu ulogu.
Do 25 % osoba s tim bolestima ima i obolj&l@nove obitelji. Rizik nasli#ivanja je najvéi

ako boluje majka, a nakon toga brat ili sestra.
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1.1.2.2. Okolisnicimbenici u upalnoj bolesti crijeva

Brojne su teorije o utjecaju prehrane, pus€njaralnih kontraceptivd, perinatalnih
infekcija, infekcija u djetinjstvu i atiphih infekcija mikobakterijanfa na razvoj upalnih
bolesti crijeva, méutim, niti jedna nije u potpunosti dokaz&ha

Razlkite bakterije i virusi bi mogli biti odgovorni zar@hnovu bolest ili ulcerozni
kolitis. Virusne infekcije tijekom trudri®@ mogu povéati rizik za razvoj upalne bolesti
crijeva u djece.

Bakterijske gastrointestinalne infekcije poaeaju rizik od pojave IBD-a Sto upuje
da akutne infekcije mogu promijeniti crijevnu milmu u pojedinaca s genskim
predispozicijama te dovesti do krénog upalnog proce$a* lako su se brojne bakterije
navodile kao mogti uzrainici IBD-a, najnovija istrazivanja govore u prilogla
mikroorganizmi in&e prisutni u crijevima, uzrokuju updfl Pretpostavlja se kako se bolest
razvija kod osoba koje imaju gensku sklonost kajaogutuje virusu ili bakteriji iz crijevne
mikroflore, da pokrene promijenjeni, upalni imungtoodgovof”.

Veca incidencija upalne bolesti crijeva je zabiljezerreod osoba viSeg
socioekonomskog statU€d> iako je povezanost izrde odrelenih zanimanja i IBD
pacijenata mafd IBD je ¢e&i kod stanovnika gradova nego sela i pojavijujete&e u
razvijenim nego u manje razvijenim zemljama, Stazenapudivati na ulogu okoliSa poput
urbanizacije i zapadnjog stila zZivota (prehrana, pusSenje, izlozenostcsurzagdenije,
industrijske kemikalije itd.) koji pov&vaju rizik od razvoja IBD-4. U razvijenim zemljama
je smanjena izlozenost crijevnim infekcijama tijekodjetinjstva zahvaljujti strogim
higijenskim i sanitarnim uvjetim&me se ogragava sazrijevanje crijevnog imunoloskog
sustava Sto moze dovesti do neprimjerenog odgowaraoloskog sustava pri izlaganju

infektivnim mikroorganizmima kasnije u odrasloj @b
1.1.3. Dijagnosticiranje i lije‘enje upalne bolesti crijeva

Ulcerozni kolitis i Crohnova bolest imaju mnogo edjckih simptoma, ali se |
razlikuju u bitnim karakteristikama. Obje su kréme bolesti i simptomi se afmo pojavljuju
kod mladih odraslih osoba. Kod mnogih bolesnikeypgomi izbijaju (recidiv) nakon perioda
bez simptoma (remisija), drugi pacijenti imaju seakimptome, iako i kod njih moze dalo

remisije. Simptomi mogu biti blagi ili vrlo jaki plaitno smanjuju kvalitetu zivota, a mogu se
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razvijajati postupno ili naglo. dma simptoma i &estalost recidiva takier variraju ovisno o
godiSnjem dobu, rizik je naj¢e zimi i u jesen, a najmanji ljeti. N&<i simptom kod
ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti je proljex mmoguu pojavu krvi u stoligi posebno
kod ulceroznog kolitisa. Opstipacija se moze razijkkom aktivhe faze kako Chronove
bolesti (zbog opstrukcije u tankom crijevu) takaléderoznog kolitisa (upaljeno zadnje crijevo
Salje refleksni odgovor u debelo crijevo koji dovdd zadrzavanja stolice). Mogu se pojaviti
gréevi zbog kontrakcije crijeva izazvane upalom, @na boli ob&no ovisi o j&ini proljeva.
Intenzivni bolovi u trbuhu mogu upivati na ozbiljna stanja, kao Sto su apscesi itiqracije
crijevne stijenke.Cesto su prisutni povidena temperatura, umor gubdjadtita, a ujedno
bolesnik moze i gubiti na tezinKkao odgovor na upalu mogu se javiti tenezmi (bgoteba
za praznjenjem crijevé&ak i kad je zadnje crijevo prazno). Neuroloski pisihijatrijski
simptomi mogu biti rani znakovi Chronove bolestidkau popréeni gastrointestinalnim
problemima. Za Crohnovu bolest je karaktetisti da moze zahvatiti bilo koji dio probavnog
sustava od usne Supljine do anusa i izmjenjuju adryja zdravog tkiva crijeva i tkiva
zahva&enog upalom. Kod ulceroznog kolitisa upalni prooggek zahvga rektum (zavrsno
crijevo) i Siri se prema viSim dijelovima debelageva.

Kod postavljanja dijagnoze IBD-a, osnovni korak Kelonoskopija s biopsijom
sluznice crijeva. Fekalni kalprotektin je poviSerupali (UC, CD, maligne bolesti i zarazne
bolesti) dok je kod neupalnih stanja (sindromaliinog crijeva) u referentnim granicama.
Uspjesnost lijgenja se prati oddedvanjem fekalnog kalprotektina za vrijeme farmakafsje
IBD-a te nakon kirurskog zahvataU nalazima laboratorijskih pretraga krvi, koji sage&e
nespeciftni, mogu se ustanoviti anemija (uslijed krvarerjdaSe apsorpcije i nedostatka
vitamina B12 te folne kiseline), ubrzana sedimejgagoviSena vrijednost C-reaktivhog
proteina (CRP), snizeni serumski proteini te smezewrijednosti kalija, kalcija i
magnezija®®*! Postojée metode dijagnosticiranja, prognoziranja i mofiémja IBD-a su
gesto invazivne i/fili nedovoljno osjetljive®® $to ukazuje na potrebu za novim, minimalno
invazivnim markerom.

Lijecenje upalnih bolesti crijeva je individualno, odnos ovisi o stadiju, tezini i
komplikacijama bolesti te @@m stanju bolesnika. Ukuje farmakoterapiju (kortikosteroidi,
aminosalicilati, imunosupresori i antibiotici), kiske zahvate, dijetoterapiju i psihoterapiju
Relativno novi na&n lijecenja IBD-a je fekalna bakterijoterapija (FBT). Flelan
bakterijoterapijom apliciraju se fekalne baktefip@rmalno prisutne u crijevimautem sonde

u tanko crijevo ili kolonoskopijom u debelo crijeVo Poznato je nekoliko stajeva
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pacijenata koji su uz FBT ostali u remisiji do 13°gSvakako jedan od najnovijih ina
lije¢enja IBD-a je i terapija matiim stanicama kostane srzi koja je wgama’. IstraZivanja
su pokazala kako parazitarna terapija ima dobraltee u preveniranju i kontroli UC&
Dobri rezultati u lij€enju upalnih bolesti crijeva postignuti su s prébima i
probioticima®®

Kanabis se pokazao dobrim u olakSavanju boli i sim@a upalnih bolesti crijev:®?

1.1.4. Ekonomski dnak upalne bolesti crijeva

Pacijenti oboljeli od upalne bolesti crijeva zadgju dozZivotnu zdravstvenu njegu, a
vecina ¢e trebati farmakoterapiju i neki oblik kirurSke opeje Sto zahtijeva znatna
financijska sredstvd Godisnji troskovi lijgenja IBD-a za Europu iznose 4,6-5,2 milijardi

eurd® dok se za SAD procjenjuju na 11-28 milijardi arkiti dolar&”.

1.1.5. Crohnova bolest

Crohnova bolest je kro#ma, progresivna upalna bolest crijeva, nepoznatgka,
koja se moze javiti u bilo kojem dijelu gastroiritealnog trakta (GIT), od usne Supljine do
anusa, a nagge painje u terminalnom ileumu te zahia cijelu stijenku crijeva (Slika
1.1.591°% Montreal klasifikacija CD-a obuhva lokaciju (L1 terminalni ileum, L2 debelo
crijevo, L3 ileum i debelo crijevo, L4 gornji diolGa), ponaSanje (B1 upalna, B2 suzavaju

i B3 perforirajita CD) i trajanje bolesti te operadiju
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|

L1 L2 L3 L4 L4+L3

Terminalni ileum Debelo crijevo Teum i debelo crijeve Gornjidio GIT-a Gornjii donji
dijelovi GIT-a

Slika 1.1.5Dijelovi gastrointestinalnog trakta kage zahvéeni Crohnovom bol€sl. Montreal L klasifikacija:
L1 terminalni ileum, L2 debelo crijevo, L3 ileumdebelo crijevo, L4 gornji dio gastrointestinalnagkta,
L4+L3 gornji i doniji dijelovi GIT-a, prilagdeno iz Baumgart & Sandborn. 201%2.

Pretpostavlja se kako kod pojedinaca s genskimigpedicijama, Crohnovu bolest
uzrokuje kombinacija&imbenika okolia, imunoloskog sustava te razni ookganizmi>°
Genske predispozicije za razvoj Crohnove bolestjutigju 71 gefi. Jedan od mogih
mehanizama razvoja Crohnove bolesti je infekcijakroorganizmima kao Sto su
Mycobacterium tuberculosis, Escherichia c@f. coli) i Cytomegaloviruskoji aktiviraju
imunoloSki odgovor prema dijelovima gastrointedtiog trakta pricemu nastaje krotina
upald®®® lako u Crohnovoj bolesti tan imunoloski mehanizam nije poznat, smatra se da
razvoju bolesti pridonose imunodeficijenéj€* Pusai imaju dva puta vé rizik od razvoja
Crohnove bolesti od nepu$a Bolest se n&Xe pojavljuje u dobi od 15. do 24. godine

Zivotat®,

1.1.5.1. Patofiziologija Crohnove bolesti

Kod Crohnove bolesti se izmjenjuju podjai zdravog tkiva crijeva i segmenti tkiva
upalno promijenjenog crijeva. Upalni proces postupapreduje u dublje slojeve stijenke
crijeva te ju potpuno zah¥a zbogéega dolazi do njezinog zadebljanja i stvaranja #ibo
uzduznih¢ireva uz mogée krvarenje. Ostale upalne komplikacije ukljju stvaranje fistula
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(neprirodni kanal) izmdu crijevnih vijuga i/ili crijeva i susjednih organapscesa (gnojem
iIspunjeni dzepovi), perforacija (stvaranje otvorastijenci crijeva) te striktura (suzenja)
crijeva (Slika 1.1.5.f"2

. Serozna membrana
L2

- Mifiéni sloj mukoze
o e e e e

SuZenilumendehelogcrijeva
Zadebljana crijevna stijenka

Perforacija

Apsces

Slika 1.1.5.1Patoloki proces u Crohnovoj bolesti, prildgno iz Rubin 199¢

Najce&i simptomi i znakovi Crohnove bolesti su krémi proljev s ili bez znakova
malapsorpcije, rane u usnoj Supljini, trbusSna bgkievima, poviSena tjelesna temperatura,
gubitak apetita, gubljenje tezine i umor, a akovatih debelo crijevo, moze se pojaviti krv u
stolici koja ne mora biti vidljiva (okultno krvarg@). Kod oboljelih od Crohnove bolesti,
nakon Sto bolest traje mnogo godina, @@ se rizik od nastanka raka debelog crijeva. U
tijeku klinickog pregleda palpacijom se kod bolesnika mozeitsjekupina u donjem dijelu
trbuha, uz prisutnu osjetljivost na dodir. Od sioméa i znakova izvan probavnog sustava
mogu se pojaviti crvenilo aju uslijed upale Sarenice oka (iridociklitis), upazglobova
(artritis), kozni osip, Z&ni kamenci, recidivirajée urinarne infekcije, problem s kozom,
jetrom i Stitnjgom’. Na Crohnovu bolest treba posumnjati i kada uzrgasestinalne
probleme postoje neurolo3ki ili psihijatrijski sitomi’?.

PatofizioloSki proces u Crohnovoj bolesti ukijje poreméaje nespecifinog i
ste&éenog imunoloSkog odgovora na ionako smanjen bropeazala crijevne mikroflore
uslijedcega dolazi do upale. U CD-u dolazi do détga i povéanja propusnosti intestinalne

barijere, disfunkcije Panethovih stanica, 68tga funkcije endoplazmatskog retikuluma (ER)
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te se mijenja odgovor na nesmotane proteine uZamijiw, kao i prepoznavanje intestinalnih
antigena od strane dendtkih stanica i makrofaga, a sve navedeno se ubrajgspeciini
imunoloski odgovor. S druge stranec¢gtea imunost obuh¢a neravnotezu regulatornih i

efektorskih T limfocita, citokina te ekstravazadijeadrzavanje leukocita u tkivinfa

1.1.6. Ulcerozni kolitis

Ulcerozni kolitis je kronina, upalna bolest debelog crijeva, nepoznate eijeld&oju
karakteriziraju brojne egzacerbacije i remisije alfy proces uvijek prvo zahva zavrsni dio
debelog crijeva (rektum) i Siri se kontinuirano ostale dijelove debelog crijeva, a zatwa
samo gornji, mukozni sloj crijevne stijerfike Pretpostavlja se kako je upalni proces u
ulceroznom kolitisu posljedica rtedjelovanja okolisnih i genskitimbenika uslijedéega
dolazi do imunoloSkog odgovora na crijevnu mikraflee upale debelog crijeva. Svrstava se
u autoimunu skupinu bolest, a obilieZava ga imfdtia T limfocita u debelom crijevd
Montreal klasifikacija UC-a obuhva lokaciju (E1 zavrsni dio, E2 lijeva strana, Eflo
debelo crijevo), trajanje bolesti i operaciju.

1.1.6.1. Patofiziologija ulceroznog kolitisa

Ova kronéna bolest debelog crijeva je obiljezena upalomrstez debelog crijeva i
nastankom brojnikiireva. 1zgled sluznice ovisi o tezini bolesti¢ieevi mogu biti minimalni,
mjestimeni ili jako proSireni. Javljaju se krvavosluzaveolpvaste stolice, bol u trbuhu,
poviSena tjelesna temperatura i gubitak na teknicka slika varira izméu bolesnika pa
razlikujemo blagi, umjereno teski i teSki oblik bsti. Bolest moze nastupiti naglo s teSkom
Klinickom slikom obiliezenom Zestokim proljevom uz prisagt krvi i sluzi u stolici,
grcevima u trbuhu uz stalni nagon za praznjenjem\aij@oviSenom temperaturom, a moze
se razviti i upala cijele potrbusnic8lajozbiljnija i najteza komplikacija ulceroznoglitisa je
toksiéni kolitis, a obiljezen je rastezanjem debelogesd i Sirenjem trbuha te gubitkom
peristaltike crijeva uz zastoj crijevnog sadrzajaovom sliaju nuzno je provesti bokko
lje¢enje. Opasnost od raka debelog crijeva pama je kod bolesnika koji boluju od
ulceroznog kolitisa dulje od 10 godina i kod zatarga velike povrSine sluznice debelog

crijeva’®,
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Pacijenati s UC imaju viSe bakterija koje reduciraplfat Sto zn& da su u crijevima
prisutne vée kolicine sumporovodika koji djeluje toksio na stanice endotela crijeva pa tako
sumpor iz alkohola i crvenog mesa moZe dovesti alapsa kod pacijenata u remiSiji
Mukozni sloj debelog crijevéine epitelne i imunoloSke stanice rahlog vezivnkigat (lat.
lamina proprig. Beta oksidacijom, oksidira se N-butirat, kratkzdana masna kiselina, u
uglji¢ni dioksid i ketonska tijela. N-butirat pomaze azdk nutrijenata kroz epitelnu barijeru.
Sumporovodik ostaije laki lanac acetil koenzim A (acetil-CoA) delddenaze, enzima u
procesu beta oksidacije te time onem@ya njeno djelovanje. Deficit N-butirata se moze
nadoknaditi klistirom, to se pokazalo korisnim kmmtijenata s UC-offt Protektivni @inak
pusenja kod UC’&"® je rezultat reakcije cijanovodika iz cigareta samporovodikom, u
kojoj nastaje netok&ni izotiocijanat ¢ime je onemogéena sulfidna inhibicija puta beta
oksidacijé®.

PatofizioloSki proces u ulceroznom kolitisu ukijje epitelnu barijeru, komenzale
mikroflore, aktivaciju imunoloskog odgovora te ekstazaciju leukocita (Slika 1.1.6.1). U
UC-u dolazi do poreng@ja u ¢vrstim spojevima (engtight junction3 izmediu epitelnih
stanica i mukoznog sloja koji ih prekri¢ane je oStéena epitelna barijera, prva linija obrane
crijevnog imunoloSkog sustava te je péaea njena propusnost za luminalne antigene. Dolazi
do imunoloSkog odgovora na ifea nepatogene crijevne komenzale preko interakcije s
makrofagima i dendritkim stanicama iz rahlog vezivnog tkiva koje premafi antigene B i
T limfocitima. U UC-u se javlja atipni T,2 odgovor, a NK T limfociti proizvode citokine
interleukin-5 (IL-5) i interleukin-13 (IL-13) kojidjeluje citotokstno na epitelne stanice.

Ulazak leukocita iz sistemske cirkulacije u mukatnaatno pojéava upalni odgovéf.
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Slika 1.1.6.1PatofizioloSki proces u ulceroznom kolitisu ukiljje epitelnu barijeru, komenzale mikroflore,

aktivaciju imunolo$kog odgovora te ekstravazaajukbcita, prilagdeno iz Ordas et al. 20F2.
1.1.7. Crijevna mikroflora i imunoloSki odgovor

Istrazivanja pokazuju kako promjene koje &étjena crijevnu mikrofloru pridonose
razvoju upalnih bolesti crijeva®’ Opte je prihvéeno kako do IBD-a dovodi promijenjeni
imunoloski odgovor na crijevnu mirofloru kod pojedta s genskom predispozicijam
Pove&anjem propusnosti intestinalne barijere, aktivirg@ urdeni i st&eni imunoloski
odgovori u kojima sudjeluju dendsitie stanice i makrofagi (Slika 1.1%%)3to uzrokuje
patofiziolodki proces u Crohnovoj bolé§ti ulceroznom kolitist. Pretpostavija se kako
aktivirani makrofagi pojgano lwe citokine Sto aktivira udeni, nespecitini imuni odgovor
te dovodi do upale inducirane kontaktom s mikrooig@ima crijevne mikroflore koji su

prisutni u velikom brojef3
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Izvanstaniéne
Unutarstaniéni bakterijei Prehrana, Izvanstaniini

patogeni gljivice i komenzali pnrar_ilié%‘
»

Urodena
imunost

Stefena
imunost

Slika 1.1.7NaruSavanje intestinalne homeostaze aktivira ifodkb odgovor, prilagdeno iz Maloy &
Powrie, 20172

Odreiena istrazivanja povezuju Crohnovu bolest i préeelstvaranje citokina od
strane poménickih Tyl limfocita (eng. helpe)®® dok se u drugima naglasava uloga
pomanic¢kih Ty17 limfocita koji Stite organizam od bakterija ijigica te proizvode
interleukin-17 (IL-17), a odgovorni su za upalust@enje tkiva u autoimunom odgovoru kao
Sto je sl¢aj kod multiple skleroze (prije se smatralo kakoijg o T,1 odgovoru), psorijaze,
autoimunog uveitisa, reumatoidnog artritfs®’. Interleukin-17A (IL-17A) i interleukin-17F
(IL17-F) potcu aktivaciju i migraciju neutrofila. Primarna ulogé,17 limfocita je
antimikrobna obrana na epitelno-mukoznim barijeran@a proizvode citokine poput
interleukina-22 (IL-22) koji stimulira epitelne siiae na proizvodnju antimikrobnih proteina
te interleukina-21 (IL-21). Nedostatak,II7 limfocita povéava moganost oportunistikih
infekcija, a suviSak se povezuje s autoimunim odgom dok je zn&jno i njihovo
antitumorsko djelovanj&°

Na crijevnu mikrofloru utjéu okoliSni ¢cimbenici kao Sto su koncentrirane miije
zeljezd".

Interakcije vlastitog imunoloskog sustava u ciijea s mikroorganizmima na povrsini

epitelnih stanica te onima iz lumena crijeva, dopse razvoju upalnih bolesti crijeéva
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Mikroorganizmi iskoriStavaju osteni mukozni sloj na epitelnim stanicama crijeva i
nemoguinost otklanjanja bakterija sa crijevne stijenke ek@atim prodiru unutar same
stijenk€? Razlkiti sojevi bakterija, ndeni u tkivu crijeva te raaliti ishodi antibiotske
terapije ukazuju na povezanost Crohnove bolestiznih patogerra®® Odreiene studije
povezuju Mycobacterium avium subspecies paratuberculdM&P) s upalnim bolestima
crijeva®. Mutacije NOD2 gena povezane su sa smanjenim uniStavanjem MAP-strane
makrofaga, oslabljenim nespeéifim i st&enim imuno odgovorom na unutarstani
mikobakterijsku infekcijé®. Makrofagi zaraZeni vijabilnim MAP-om, povezuju s&a
stvaranjem velikih kolina TNFw. MAP proizvode manin kojim Stite sebe, ali i druge
bakterije, od fagocitoze te dolazi do raznih selaunih infekcijd’*®

S Crohnovom bolesti povezuju sedreieni sojeviE. col® poput invazivnih sojeva
koji adheriraju na crijevnu stijenku (enadherent-invasive Escherichia goAIEC)?"100:10
AIEC stvaraju snazni biofilm u usporedbi s neinvann AIEC sojevima te se povezuju s

visokim stupnjem adhezije i infiltracije neutrofifa*®®

i spr&avanjem autofagije u
autolizosomimacime je onemogéeno unutarstatino uniStavanje bakterija Sto izaziva
upalu® u kojoj dolazi do mnoZenja AIEC i disbioze mikm# u ileumu bez obzira na
genotig®. AIEC sojevi se intenzivno mnoZe u makrofagimaiquet sekreciju velikih
koli¢ina TNF-o'%.

Pronaiena je povezanost izmhe drzanja hrane u hladnjacima i razvoja CD-a, a
pretpostavlja se da trovanje hranom kontaminirarimakterijama kao Sto s¥ersiniai
Listeria, doprinosi razvoju ove bole&l. Unat& svemu, odnos oddenih bakterija i CD-a,

ostaje i dalje nerazjasnjef

1.2. Glikozilacija proteina

Glikozilacija je najraznolikija kotranslacijska ogttranslacijska modifikacija proteina i
gotovo svi proteini plazme su glikozilirani-glikageini™®® &ime se mijenja njihova struktura i
funkcija*®*** ali i stabilnost'**'? Vetina membranskih i izvanstamih proteina je
glikozilirana te su glikani ukljgeni u patofiziologiju gotovo svake bole$t:*** Proteini
imaju, nafeXe kovalentno vezane glikane koji se sastoje od mamarida vezanih
glikozidnom vezom. Uloga glikanskih struktura jgukha za funkciju proteina, funkciju
koagulacijskog sustava, ekstravazaciju leukocitetastaziranje stanica raka, embrionalni
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razvoj, stanino prepoznavanje, oplodnju, imunoloske prot&skgotovo svaki proces u
naSem organizmtf. Mutacije u genima uklgenima u modifikaciju glikanskih antena su
geste i imaju fatalne posljedidd a poznat je &itav niz nasljednih porendaja glikozilacije
(eng congenital disorders of glycosylatio€DG)*®*'° U sintezu glikana je ukljien velik
broj enzima pa glikanske strukture nisu deme jednim genom ¥esu zapisane u mrezi
velikog broja glikoziltransferaza, glikozidaza, risportera, transkripcijskih faktora itd. Sto
rezultira sloZzenim glikoproteomof? Jedna od najpoznatijih uloga glikanskih struktsta
antigeni krvnih grupa ABG* IstraZivanje glikozilacije proteina je vaZzan dasvjetljavanja
patogeneze IBD-a s obzirom kako je glikozilacijaotpma promijenjena u raznim

22-125 126,127
21 D.

bolestim ukljucujuci i 1B

1.2.1. Vrste glikozilacije proteina

Glikani mogu biti vezani na protein rastim nasinima*?®

1) N-glikozilacija
Glikan se veze na duSikov atom asparagina u angabiskom slijedu Asn-X-Ser/Thr pri
¢emu je na mjestu X bilo koja aminokiselina osimlima Glikan moze biti vezan i na
aspargin u slijedu Asn-X-Cys. Kod ljudi, glikan sege&e veze na proteifi-glikozidnom
vezom prekd\-acetilglukozamina (GIcCNAgL-Asn).

2) O-glikozilacija

Glikan se veze na kisikov atom serina ili treontnaaminokiselinskom slijedu proteina,
nagese a-glikozidnom vezom prekoN-acetilgalaktozamina (GalNAc), a de o-
glikozidnom vezom preko fukoze ili manoz&glikozidnom vezom preko ksiloze te i [3-
glikozidnom vezom preko GIcNAc-a, galkatoze ili khze.

3) C-glikozilacija
Jedna manoza se veZze na ugljikov atom prvog taptfi aminokiselinskom slijedu W-X-X-
W pri ¢emu je X bilo koja aminokiselina. Biosinteza i fuije C-glikozilacije je joS uvijek
nerazjasnjena.

4) P-glikozilacija
Glikan se veZe na kisik fosfatne skupine fosfoselh

5) GPI sidra
Glikanski dio povezuje C-kraj proteina s membramshkipidima te tako usidruje protein u

membranu.
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6) Glikozaminoglikani

Na proteine se vezuju linearne ponavigisaharidne jedinice (heksozamin i heksoza ili
heksuronska kiselin&me nastaju glikozaminoglikani.
Osnovni naini glikozilacije proteina siN- i O-glikozilacija, a mogte je da istovremeno na

jednom proteinu budu zastupljene obe.

1.2.2. N-glikozilacija proteina

N-glikanske strukture su neophodne za razvoj eatskih organizand’ i vezane su
na mnoge membranske proteine kao i ha one kojls&uju iz stanice. Dok se proteinski dio
joS sintetizira na ribosomima vezanima za ER i dl@rira kroz membranu ER-a, na
luminalnoj strani membrane ER-a dolazi do prijenbisglikana na asparagin. Membranski
glikoproteini ostaju usidreni u membranu ER-a, #ayi N-glikani su vezani na domene
proteina u lumenu ER-a. S druge strane glikoprotef nemaju transmembransku domenu,

nakon kotranslacijskog vezarijaglikana, transportiraju se u cijelosti u lumen ER%a

1.2.2.1. Heterogenost N-glikana

N-glikozilacija ovisi o aminokiselinskom slijedu Ast+Ser/Thr u proteinu te
konformaciji samog proteina, odnosno, pristtqpesti asparagina za vrijeme smatanja
proteina. Winkovitost N-glikozilacije ovisi i o aminokiselini X! te o okolnim
aminokiselinama>? Glikoproteini pokazuju raalite stupnjeve zastupljenosti glikozilacije §to
se oznaava pojmom makroheterogenost. Ré&ii molekule istog glikoproteina mogu na
jednom aminokiselinskom slijedu Asn-X-Ser/Thr imattzane raztite N-glikane. Ako
glikoprotein posjeduje viSe aminokiselinskih slpgad Asn-X-Ser/Thr, razlite molekule
istog glikoproteina mogu imati vezane réite N-glikane na spomenutim aminokiselinskim
slijedovima. Ova pojava je poznata pod nazivom ofikterogenost glikana. Dakle, postoje
glikoproteini s istim polipeptidnim lanacem, alirgzli¢itim vezanim Séerima. Te varijante
koje se razlikuju u broju i vrsti vezanih glikanazivaju se glikoformamaDakle, glikoforma
je speciféni oblik glikoproteina karakteriziran vezanimégéema. Razliite glikoforme istog
proteina mogu imati ragiita funkcionalna, kinetka ili fizicka svojstva, a tipovi glikana koje
proizvodi stanica, tkivo iltitav organizam mogu odrazavati njegov trenutniofizski status.
Raznolikost N-vezanih glikana odtena je slijedom aminokiselina u protelfi)
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konformacijom proteing? metabolizmom &era vezanog za nukleotid, brzinom transporta
glikoproteina kroz ER i Golgijev aparat (GA) te sS$tajem glikozil-transferaza u
pododijelicima GA®*. Mnoge glikozil-transferaze i glikozidaze oviseaktivnosti enzima u

prethodnim koracima te razni enzimi kompetirajustasupstrat®®

1.2.2.2. Struktura N-glikana

N-glikani su slozene razgranate strukture definirasigedom vezanih Sera,
poloZajem glikozidne veze (1-2, 1-3, 1-4, 1-6),ng@ anomernom konfiguracijonu,(p),
brojem grana i poloZzajem grananja. Zajeé#laistruktura svih vrstbl-vezanih glikana je srzni
dio koji se sastoji od tri manoze (Man) i dWacetilglukozamina (GIcNAc): Man(-
6)[Man(al-3)]Man(31-4)GIcNAc(31-4) GIcNAcR1-Asn.

Osnovne vrsteN-vezanih glikana s obzirom na vrste¢c&ea i n&in grananja (Slika
1.2.2.2§%®

1. Oligomanozni
Na srznu strukturu su vezane samo manoze.

2. SloZeni
Na srznu strukturu su vezane strukture koje Ziajpo vezanjem GIcNAc na svaku krajnju
manozu, tzv,antené. Mogu imati vezanu galaktozu, fukozu i sijalindéselinu.

3. Hibridni
Imaju obiljezja oligomanoznog i sloZzenog tiNeglikana. Na Man{1-3) ruku srzne strukture,
vezana je jedna ili dvije antene dok su na Marg) ruku srzne strukture, vezane samo

manoze.
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Oligomanozni SloZeni Hibridni

Slika 1.2.2.2Tri osnovne vrstéN-vezanih glikana: oligomanozni, sloZeni i hibridad kojih svaki sadrZi srznu
strukturu MagGIcNAc,-Asn ozngenu naradastim pravokutnikom krajnje desno. Zeleni krug: owEm plavi
kvadrat: N-acetilglukozamin, ljuliiasti romb: N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselinayti krug:
galaktoza, crveni trokut: fukoza, prilaigno iz Varki, 2009%®

Ovisno o pristupénosti Séera Sto je uvjetovano konformacijom proteina na k®j
vezan i samom domenom na kojoj se nalazi, digelvrsteN-glikana mogu biti vezane na isti
protein. Sto je &er pristupaniji, veéa je vjerojatnost dée enzimi odcijepiti véinu manoza
te ¢e se omogtiti vezanje dodatnih $era na srznu strukturu. S druge strane ako je vezan

glikan manje pristup@n, vea je vjerojatnost da ostane u visokomanoznom obliku

1.3. Analiza N- i O-glikozilacije proteina

Za razliku od oligonukleotida i proteina, glikanskanci se ne sintetiziraju po
predloSku, v&inom su razgranati i nelinearni te podlozni moditijama, stoga je i napredak
u istrazivanjima glikana tekao puno sporije u usgor s istrazivanjima proteina i nukleinskih
kiselina. Slozenosti analize glikana doprinosi ihoya mikroheterogenost, nedostatak
prirodnog kromofora te postojanje prirodnih izomépmlozaj i veza), odnosno kemijska
slicnost izméu pojedingnih Se&era koji grade glikanske strukture. Analiza glikaezije se
moze provoditi razéitim metodama poput: spektrometrije masa (emgss spectrometry

MS), nuklearne magnetske rezonancije (englear magnetic resonancBMR), tekitinske
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kromatografije (engliquid chromatographyLC), izoelektrEnog fokusiranja (engsoelectric
focusing IEF), kapilarne elektroforeze (encapillary gel electrophoresjsCGE), ometanja
glikozilacije, digestije enzimima (endoglikozidazeegzoglikozidaze), lektina, kemijskih
modifikacija ili cijepanja, metabdlkog radioaktivhog ozri@vanja, koristenja inhibitora i
pocetnica glikozilacije, antitijela, kloniranja glikdzansferaza i genetke manipulacije
glikozilacije u intaktnim stanicama i organizmimasmjerenein vitro sinteze glikana uz
kemijske i enzimske metode, stvaranja oligosahdriknjiznica i dr-*

Analiza glikozilacije proteina je prilno sloZen i zahtjevan proces prvenstveno zbog
sloZenosti i raznovrsnosti glikana koji otezavajoar (inkovitih analitickin metoda. Kako bi
se dobile Sto tnije i preciznije informacije o prisutnim &rima, od iznimne je vaznosti
prona&i metodu koja omogiuje istovremenu analizu nenabijenih (manje hidndfif i
nabijenih (izrazito hidrofilnih) glikana, a ujednzgradnju slozenih glikana svesti na
najmanju mogéu mjeru. Istovremena anali2é i O-glikozilacije predstavlja veliki izazov
upravo zbog znantnih razlika u kemijskim svojstvimastabilnosti méu pojedinim
glikanskim strukturama pa je gage nepotpuna, nereproducibilna te izrazito sloZestapa
zbog brojnih predanalitkin koraka pripreme i pkSéavanjaN- i O-glikana prije same
analize. Za oslolikanje O-glikana s proteina, koriste se kemijski postupadi lkojih postoji
moguenost sporednih reakcija koje dovode do slabijinkovitosti oslobdanja te slabe
reproducibilnosti. Slabijoj reproducibilnosti idwosti odrdivanja O-glikana u odnosu nhl-
glikane pridonosi i njihova manja kemijska stab#hte postupno razgtevanje, tzv. ljustenje
(eng.peeling.”** %8s druge strandy-glikane je mogte osloboditi s proteina inkubiranjem s
enzimom peptidN-glikozidazom F koji specino cijepa vezu izmi N-vezanog srznog
GIcNAc-a i Asn u glikoproteinu prtemu se Asn prevodi u aspartat (Asp) i nastaje 1-
aminooligosaharid koji se zatim hidrolizira u amjaki i oligosaharid sa slobodnim
reducirajdim krajem. Analiza N-glikozilacije najvise je zastupljena upravo zbog
jednostavnije analiz&’. Kod metoda analiziranja glikopeptida, nije potretmmistiti enzim

za oslobdanjeN-glikana*
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1.3.1. Vrste visokoproténe analize Nglikozilacije proteina

Zbog kompleksnosti gt oligosaharida i nedostatka anakih metoda za otkrivanje
njihove strukture, u p@tku su studije glikoma na velikom broju ispitanibide nemogue.
Potreba za metodama analize glikozilacije na vatikdoroju uzoraka, tzv. visokopratoe
metode (enghigh-throughput methogisukazala se kroz velike populacijske studije ggge
analizira glikozilacija proteina na velikom brojwzaraka pacijenata i zdravih ispitanika
kontrolne skupine kako bi se ustanovila varijaaijglikozilaciji zdrave populacije i promjene
kod bolesnih te kako bi se istraZila uloga glikanskruktura kao potencijalnih dijagnadtih
I prognosttkin markera. Visokoprottme metode su tmije i robustnije u odnosu na metode
za mali broj uzoraka.

U upotrebi je nekoliko metoda visokoprote analizeN-glikozilacije™*:

1. Tekutinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti

(eng.ultra performance liquid chromatographyPLC)*42143

2. Tekuinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijoasan

(eng.liquid chromatography mass spectrometr-MS)*°

3. Spektrometrija masa s matricom potpomognutom i@ija laserskom desorpcijom
144

(eng.matrix-assisted laser desorption/ionization masscgmetry MALDI-MS)

4. Kapilarna gel elektroforeza

(eng.capillary gel electrophoresisGGE)*>14°

Navedene metode su uspidgae na primjeru analize glikozilacije imunoglobaliG (IgG)
(Tablica 1.3.1)*

Tablica 1.3.1Pregled visokoprotmih metoda analize glikana IgG-a, prildgnmo iz Huffman et al, 2014"

UPLC MALDI-MS LC-MS CGE
. Visoka,
Umjerena, . e
Lo . . . Umjerena, koriStenje do
priblizno 50 Visoka, mjerenje e .
. o priblizno 100 96 kapilara
Protoénost uzoraka po uzorka u trajanju
. . ; uzoraka po omoguava
instrumentu u manje od minute | . ) SO
d instrumentu u dany mjerenje tisga
anu
uzoraka
Razlu¢ivost Visoka Vrlo visoka Vrlo visoka Visoka
Ra}zdvajanje Dobro - Djeloméno Vrlo dobro
izomera
Kvantifikacija Vro dobra Umijerena Dobra Dobra
Potrebrla razina Umjerena Visoka Vrlo visoka Umijerena
struénosti
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Ugestalost U swoko! U Sirokoj upotrebi | Umjereno koristena Ru_gtko
upotrebe upotrebi koriStena
Giona ooreme | 40 000 70 000 100 000 - 500 000 200 000 — 500 004 (:il-r?s?rg(r)noeﬁtusR4
Jena op EUR EUR EUR .
kapilare)
- . Niska cijena,
Prili¢no visoka lo visoka cii |
Cijena po uzorku cijena Niska cijena Vrlo visoka cijena, uglavnom
' ' uglavnom zbog zbog niske
u uglavnom zbog| uglavnom zbog K . . lize i
visokoprotoénom manje visoke prot@nosti SKUPE Opréme |} cljene analize |
o ¥ . ) manje proténosti mogLenosti
na¢inu rada protoinosti i po instrumentu .
- A, po instrumentu paralelne
cijene kemikalija .
analize
Manje
Niska cijena i zahtjevna
. Pouzdana .
visoka proténost, P priprava
: ) kvantifikacija, .
analiza mjesno S . uzoraka, niska
Glavne prednosti specifine OSJ.etIJ'VOSt’ anahza cijena, velika
. Pouzdana e mjesno specifine ' :
u genetitkim i I glikozilacije, I robusnost i
; L kvantifikacija, L glikozilacije, :
epidemioloskim osjetljivost, visoka
RN robusnost omoguava y
istrazivanjima omoguava A protanost,
o odrdlivanje o
odretivanje vrlo osjetljiva,
strukture
strukture f pouzdana
’ fragmentacijom .
fragmentacijom relativna
kvantifikacija
Nemogutr_]ost Nemogunost
. . | analize mjesno . . :
Glavni nedostatci speciftne Manje pouzdana analize mjesng
u genettkim i IiIEoziIaci'e kvantifikacija, Relativno visoka specifiéne
epidemioloskim glie )€, gubitak sijalinskih cijena glikozilacije,
NP relativno niska -
istrazivanjima N . kiselina mala baza
protagnost i véa
- podataka
cijena
Moguénost
Moguénost Mogu¢nost raz_llkovanja Mo_guanos_t
) . B . glikana na razlikovanja
razlikovanja razlikovanja edini likozilaci
Prednosti u glikozilacije na glikana na pojedinim giikozriaclye
. S 9 g potklasama 1gG-a,| naruci 3i 6,
analizi ruci 316, t&na pojedinim . y
glikozilacije IgG-a kvantifikacija potklasama 1gG-a anallza samo tocna.
L . ' glikana s Fc* kvantifikacija
sijalinizacije analiza samo N alinizaci
IgG-a glikana s Fc* regije regie, t@na Slalinizacije
kvantifikacija IgG-a
sijalinizacije 1gG-a

* Fc—fragment 1gG-a koji kristalizira, vidi Poglaell1.4.
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1.3.2. Visokoprot@na analiza Nglikozilacije proteina spektrometrijom masa

Spektrometrija masa je jedna od osnovnih agkiiti metoda analize glikana |
glikoproteina, a daje informacije o slozenim glikoginskim strukturama poput slijeda
aminokiselina u glikoproteinu, polozaja disulfidnimostova, N- i O-glikozilacijskim
mjestima te glikanskoj struktdf{. Pri analizi MS-om, molekule ispitivanog uzorka se
prevode u ione koji se razdvajaju prema omjeru masboja(eng. mass to charge ratjo
m/z). lonizacija se provodi u izvoru iona te se ioni nagdju u analizatoru (pod utjecajem
elektricnog ili magnetskog polja) na temelju omjera m/z gamu detektor snima kdlnu
iona odré@enih m/z vrijednosti. Osloli@ni glikani se mogu analizirati u nativhom,
reducirajéem obliku nakon obiljeZavanja reducirégg kraja ili nakon permetilacifé®

Pri analizi glikanskih struktura MS-om upotrebljavase dvije tehnike ionizacije
molekula uzorka, matricom potpomognuta ionizacgaerskom desorpcijom (engatrix-
assisted laser desorption/ionizationylALDI) i ionizacija elektrorasprSenjem (eng
electrospray ionizationESI)*****Nedostatak MALDI ionizacijske tehnike jest gubitak
sijalinskih kiselina na glikanima Sto se moze izbgastitom sijalinskih kiselina metilacijom
karboksilnih ostataka ili permetilacijosiime ih se stabilizira>>***Vrsta koristene matrice pri
MALDI-MS analizi takafer utjeée na stupanj desijalinizacif&***>**°ES| tehnika ionizacije
se kombinira s LC-MS analizonAnaliza glikopeptida se provodi kako bi se dobile
informacije o mjestu vezanja glikana na proteinuotgeptidnom dijelu glikoproteina s
obzirom da se analizom samih glikana osti#oh s glikoproteina dobije samo informacija o
glikanskoj strukturi. Tako se analizom glikopeptig&-a omogdava razlikovanje njegovih
razlicitih potklasa na osnovu peptidnih dijelova i njiffowasa, prcemu se ng&g&e koriste
metode MALDI-MS i LC-MS***"139Kod LC-MS metode, manja je magost gubitka
sijalinskih kiselina s visokosijaliniziranih glikeptida nego Sto je to slaj kod MALDI-MS

metode(ija je prednost kig vrijeme analize.
1.3.3. Visokoprot@na analiza glikopeptida metodom nanoLC-MS

Visokoprot@na analiza glikopeptida séesto provodi metodom nanoLC-MS s
obzirom da omogtava visoku razléivost, pouzdanu kvantifikaciju, osjetljivost, arzali
mjesno specitine glikozilacije te odmivanje strukture fragmentacijom, unatoelativno

visokoj cijeni opreme i same analize, djeléonim razdvajanju izomera i umjerenoj brzini

Mirna Simurina Doktorska disertacija




§1. Uvod 24

analize. Kod analize glikozilacije 1gG-a, ova metq@tuza mogénost analize glikana samo s
kristalizirajiceg fragmenta (eng.fragment crystallizable Fc), ali zato omogiava
razlikovanje glikana u pojedinim potklasama IgGadnu kvantifikaciju sijalinizacije IgG-
a.
Analiza glikopeptida nanoLC-MS metodom obutwalijedée koraké*®

1. Priprava glikopeptida djelovanjem enzima tripsina

2. PratiS¢avanje glikopeptida obrnuto faznom ekstrakcijonéviatoj fazi

3. Analiza potklasa peptida koje se razdvajaju tekekom kromatografijom te
glikopeptida koji se razdvajaju spektrometrijom mas

1.4. Imunoglobulin G

Imunoglobulini su skupina glikoproteina koji imaulogu antitijela te specifno
prepoznaju raztite antigene, a proizvode ih plazma stanice kaoowdqg na izlozenost
antigenima (proteini, lipidi, polisaharidi i nukfeke kiseline). Imunoglobulini obavljaju
ralicite funkcije poput: opsonizacije antigena i potjeafagocitoze, neutralizacije antigena
aktiviranjem stardine citotoksinosti posredovane antitijelima (erantibody dependent cell-
mediated cytotoxicityADCC), aktivacije komplementa te sudjeluju u n&@moj imunosti.
Gradu IgG-a mozemo promatrati kroz 2 teSka (svaki 5&28) i 2 laka lanca (svaki oko 25
kDa) povezana disulfidnim vezama u obliku slova Slika 1.4)*° Disulfidne veze
medusobno kovalentno povezuju dva teSka lanca tellkee s teSkim lancima. Teski i laki
lanci IgG-a, podijeljeni su u razlte kategorije ovisno o funkciji. Konstantna regigskog
lanca (engconstant heavyyCH) sastoji se od tri ikketiri tandemski poredane domene: CH1,
CH2, CH3 (i CH4) dok varijabilnu regiju teSkog langeng variable heavyVH) predstavlja
jedna domen&® Laki lanci se sastoji od dvije domene, konstarfemgy.constant lightCL) i
varijabilne (eng.variable light, VL).*® Struktura molekule omogava imunoglobulinima
veliku fleksibilnost Sto pogoduje vezivanju vrlo zrelikin antigenskih struktura i
determinanti na raalitim udaljenostimd® Na imunoglobulinu G razlikuju se dvije regije,
varijabilna je odgovorna za prepoznavanje i vezanjggena (engragment, antigen binding
Fab) i regija koja kristalizira koja je odgovorra\zezanje na statne receptore i komponente
komplementa (Fc). Fab regifine laki lanci (CL i VL) te po dvije domene teSKdnca (CH1
i VH) imunoglobulina G dok Fc regijtine po dvije domene teskih lanaca (CH2 i CE3).
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Disulfidni most

Slika 1.4. Struktura imunoglobulina G1. TeSki lanci su pri&azruzgastom i plavom bojom, a sastoje se od
varijabilne domene (VH) i tri konstantne regije (CI&H3). Laki lanci su prikazani Zutom bojom, a sgsse od

jedne varijabilne domene (VL) i jedne konstantnendae (CL), prilagdeno iz Ahemd et al, 201'4°

Imunoglobulini se dijele u klase (A, D, E, G i M)pitklase na osnovu razlike u
aminokiselinskom slijedu i strukturi konstantnihgija teskih lanaca. Najzastupljenije
antitijelo u serumu kod ljudi te glavno antitijelbunoloSkog sustava u borbi protiv patogena
(bakterije, virusi, glivice) je 1gG 8etiri potklase: IgG1-1gG4. Antitijela iste klaseotklase
imaju isti slijed aminokiselina u konstantnim reggja teskih lanaca koji se razlikuje u odnosu
na antitijela drugih klasa. Imunoglobulini su iztazheterogena skupina glikoproteina zbog
postojanja raztitih klasa i potklasa teskih i lakih lanaca koji s®gu kombiniratt® Kod
ljudi postoje tri vrste statimih receptora za IgG (en§c gamma receptors;cyR) od kojih
samo F¢RI veze IgG dok FRII i FcyRIIlI vezu kompleks IgG-a i antigena, a afinitet aeg

ovisi o potklasi IgG-&°°
1.4.1. N-glikozilacija imunoglobulina G

Na Fc regiji nalazi se glavno mjedtbglikozilacije s vezanim glikanima. Na visoko
konzerviranom asparaginu 297, svake CH2 domene redig, teski lanaci lgG-a nose po
jedan kovalentno vezaN-glikan za koje se pretpostavlja da omégu vezanje antitijela na
receptore iR s obzirom da deglikozilirani IgG nema tu mégost'®* NajsloZeniji FcN-
glikan FA2BG2S2 je diantenarna (A2), digalaktoaitia (G2) i disijalinizirana (S2) struktura
s ravajucim N-acetilglukozaminom (GIcNAc) (B)a(1,6) fukozom (F) na srznom GIcNAc-u
(Slika 1.4.1)!**'***U odnosu na ovu strukturu, ostalim glikanima Ig@exostaje jedna ili
viSe jedinica Seera.
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B N-acetilglukozamin

v fukoza

® manoza

O galaktoza

& N-acetilneuraminskakiselina
(sijalinska kiselina)

Slika 1.4.1 NajsloZeniji IgG Fc-glikan FA2BG2S2 je diantena(AR), digalaktozilirani (G2) i disijalinizirani
(S2) glikan s r&vajuim B(1,4) N-acetilglukozaminom (GIcNAc) (B)d(1,6) fukozom (F) na srznom GIcNAc-u.
Prikazane su veze i anomerne konfiguracije. Plaadkat: N-acetilglukozamin, crveni trokut: fukoza, zeleni
krug: manoza, zuti krug: galaktoza, ljghsti romb: N-acetiineuraminska kiselina (sijalinska kiselina),
prilagadeno iz Pezer et al, 2018

Fc-glikozilacija 1gG-a je vrlo sloZena i pod utjgmm je mnogih genskif
epigenetikin®®’ i okolisnih &imbenikd®*°te je vrlo razkita meiu pojedincima, ali stabilna
kod jedne osobe u homeostatskim uvjetifhaz iznimku dobi koja jako utje na IgG glikom
pojedincat’* Manji broj molekula IgG-a (15-20 %) ima vezaNeglikane i u varijabilnim
domenama lakih ili te$kih lanaca, odnosno u Fahijif&g"® $to nastaje somatskim
hipermutacijama gdje zbogdkastih mutacija nastaju imunoglobulini s péaeim afinitetom
za antigert’* Sastav glikana Fab i Fc regije je raitlipa je tako stupanj sijalinizacije,
zastupljenost glikana s d@ajuwcim GIcNAc-om te fleksibilnost samih glikana, 4ze u Fab
regiji.'”>*"®Vezani FcN-glikani su vaZni za strukturnu stabilnost i efeki@ funkcijdgG-a i
definiraju ho¢e li 1gG antitijela imati proupalno ili protuupalrdjelovanje'’’ Postoje brojni
primjeri o povezanosti glikozilacije Fc regije seltjivanjem i funkcijom ovih antitijel&’
Sijalinizacija misjeg IgG-a oddeje njegovo protuupalno djelovahj&!’®*°dok prisutnost
srzne fukoze smanjuje lgG-om posredovanu &tanicitotoksénost ovisnu o antitijelima,
ADCC8181-183§ aktivira komplemertf. Utjecaj galaktozilacije na funkciju 1gG-a nije
potpuno razjasnjen s obzirom kako je povezana suppalnimt® ali i proupalnim
djelovanjem?®1®’ Sastav IgG\-glikana Fc regije utjge na vezanje IgG-a nafR-e niskog i
visokog afinitetd®% lako je t@an mehanizam jo$ uvijek nerazjasrj@nnedvojben je
shazan utjecaj IgG glikana na njegova imunosupnessvojstva @emu svjeddi i djelovanje

glikana na terapeutske, intravenski administriranmeunoglobuline (eng intravenously
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administered immunoglobulindViG).*** Razumijevanje funkcionalnog zteda promjena
glikozilacije u bolesti je dodatno otezano efektiptaklasa IgG-a Sto je pokazano u ré#in

92

modelima‘® Nedavne studije su ukazale na brojne uloge IgGspali na sistemskoj raziir

te na njegovu promijenjenu glikozilaciju u raznimldstimd® % ukljusuju¢i IBD 2012718

1.4.2. Pleiotropija gena za N-glikozilaciju imunoglobulif@ai upalnu bolest crijeva

U sklopu GWAS istrazivanja, identificirana je plempija gena za glikozilaciju IgG-a
i gena koji se povezuju s razvojem i progresijonD{&*°%1°® Navedena istraZivanja nisu
otkrila mehanizme iza spomenutih promjena kao ihionu Kklinicku vaznost.

Geni zaN-glikozilaciju humanog IgG-a pokazuju pleiotropgugenima povezanima s
upalnim bolestima crijeva (Slika 1.4.2). Radi sgemimaBACH2 IKZF1', IL6ST, LAMBZ |
MGAT3'%®

1. BACHﬁsudjeIuje u transkripcijskoj aktivaciji B limfocitanodificira citotoksine inke
antitumorskih lijekova i regulira ekspresiju inukina-2 (IL-2) u CD4 T limfocitima iz krvi
pupsane vrpcE”®, a povezan je i s Crohnovom bol&tKod N-glikozilacije 1gG-a povezuje

se s fukoziliranom, monogalaktoziliranom glikoforma dvije antene.

2. IKZF1' se povezuje s regulacijom diferencijacije limfed??**i s Crohnovom bolesf*
Kod N-glikozilacije lgG-a, smanjuje fukozilaciju glikanhez vezanih galaktoza i bez

racvajuceg GICNAc-a.

3. IL6ST se povezuje s galaktozilacijom IgG-agrije s postotkom agal- i digalaktoziliranih

struktura u ukupnim neutralnim glikanima.

'BACH2 kodira protein, regulator transkripcije kod B fimita, moZe biti supresor ili promotor
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?geBREH?2)

IKZF1- kodira protein Ikaros, regulator transkripcijepiarodice DNA-vezujéih proteina koji sudjeluje u
remodeliranju kromatina, (http://www.genecards.cgddin/carddisp.pl?gene=IKZF1)

'IL6ST- kodira protein koji sudjeluje u kompleksu citokinreceptora, a ima ulogu u praemju signala

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gdhéST)
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4. LAMBZ kodira podjedinicu proteina laminina koji utfe na vezanje, migraciju i
organizaciju stanica u tkiva tijekom embrionalnogzvoja preko interakcije s drugim
komponentama izvanst&niog matriksa. Takier, ovaj gen se povezuje i s ulceroznim
kolitisom pri ¢emu promjene integriteta intestinalne, epitelneijé@ mogu pridonijeti
patogenezi bolest?***” Kod N-glikozilacije 1gG-aLAMB1 se povezuje s fukozilacijom
digalaktoziliranih struktura s &gaajucim GIcNAc-om.

5. MGAT3 se povezuje s Crohnovom bol8%ii s ratvajuim GlcNAc-om u fukoziliranim,

disijaliniziranim strukturam#l-glikana IgG-a.

Fukozilacija

LAMB1

Galaktozilacija IL6ST
Y = Y v
g::”" oo uu EoEE
oy
Y
eOm p
L5 | Y

“rsend
Racvajuéi

; . MGAT3
N-acetilglukozamin

Slika 1.4.2 Geni glikozilacije 1gG-a pokazuju pleiotropiju €mma povezanima s upalnim bolestima crijeva.
Zeleni krug: manoza, plavi kvadraiN-acetilglukozamin, ljuliiasti romb: N-acetilneuraminska kiselina

(sijalinska kiselina), Zuti krug: galaktoza, crvémikut: fukoza, prilagéeno iz Lauc et al, 201°8°

SLAMBI- kodira laminin beta 1 podjedinicu glikoproteirevanstaninog matriksa laminina koji je jedna od
glavnih nekolagenskih komponenata bazalnih membrane
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gdn&MB1)

"MGAT3 kodira GlcNAc-transferazu Ill, enzim koji dodapvajuci GICNAC
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?geMSAT3)
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1.4.3. N-glikozilacija imunoglobulina G u upalnoj bolestijeva

Postojée metode za dijagnozu, prognozu idende upalne bolesti crijeva siesto
invazivne i/ili nedovoljno osjetljiv€'**te bi mjerenje glikozilacije proteina u plazmi nfwg
biti potencijalan, manje invazivan biomarker koji pridonio klasifikaciji pacijenata te
preciznosti lij€enja. Imunoglobulin G ima ztajnu ulogu u patofiziologiji autoimunih, a
pretpostavlja se time i upalnih bolesti crijevaagjifka se stvaraju antitijela na antigene i tkiva
vlastitog organizma préemu dolazi do snaznog odgovora imunoloskog sustavakujLei
ostetenja tkiva s patoloskim procesirfi&.IgG antitijela se povezuju s kr@nom upalom i
destrukcijom zdravog tkiva vlastitog organizma mrékiZnog povezivanja receptorayRona
efektorskim stanicama utenog imunoloSkog sustava. Gubitak glikana s IgGyaodi do
proupalne aktivnosti, sugerirguda in vivo modeliranje glikozilacije antitijela moze biti
strategija za borbu protiv autoimunih bolé8ti.Potklasa i glikozilacija 1gG-a ugje na
patogenost autoantitijela u autoimunim bolestia.

Istrazivanja ukazuju na povezanost Crohnove boléstilceroznog kolitisa s
promjenama koncentracije pojedinih potklasa IgGage lkoreliraju s fazama ovih bolesti, ali
nazalost ne i s vrstom bolesti (Crohnova bolesulterozni kolitis). Postoje i algoritmi za
diferenciranje Crohnove bolesi od ulceroznog ksditkoji uz IgG ukljduju i razna druga
antitijela, ali ni jedan nije dovoljnoginkovit kako bi usao u kligku primjenu®* Neka od
dosadasnjih istrazivanjd-glikozilacije imunoglobulina G u upalnim bolestimerijeva
ukazuju na smanjenu galaktozilaciju kod pacijeniai@ boluju od ovih bolestt?®*?" U
istrazivanju glikozilacije ukupnih serumskih prateikod pacijenata oboljelih od ulceroznog
kolitisa, takder je potvidena smanjena galaktozilacija, ali i¢eezastupljenost razgranatih,
sijaliniziranih glikana u odnosu na kontrolnu skupizdravih ispitanikd? &to ukazuje na
proupalno djelovanje sijalinskih kiselin&*% Najnovija istraZivanjaN-glikozilacije 1gG-a u
IBD-u, metodom UPLC-a na razini svih glikdfa ne pokazuiju razlike u glikozilaciji izmie
potklasa kao ni Fc-/Fab- lokaciju. Poznato je kakd-c- i Fab- glikozilacije 19G-a z&&gno
razlikuju te kako se tijek bolesti moZe povezaficsglikozilacijom?*® Navedena istraZivanja
N-glikozilacije 1gG-a u IBD-u ukazuju na manju zgsfanost galaktoziliranih i
monosijaliniziranih glikoformi te veu zastupljenost glikoformi s ¢aajucim GIcNAc-om kod
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti i ulcarog kolitisa u odnosu na zdrave

ispitanike!®
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1.5. Svrhai cil]

Poznato je kako j&N-glikozilacija imunoglobulina G promijenjena u upaj bolesti
crijeva no dosad nije provedena analiza glikozga€ic-fragmenta po potklasama. Cilj ove
doktorske disertacije je analizirati-glikozilaciju Fc-fragmenta imunoglobulina G po
potklasama, metodom teknske kromatografije spregnute sa spektrometrijoasam kod
pacijenata oboljelih od Crohnove bolesti, ulcerazmmlitisa te u kontrolnoj skupini (eng.
healthy controlsHC) kako bi se ispitala povezandsiglikozilacije s klinckim obiljezjima

upalne bolesti crijeva.

Svrha rada je utvrditi povezanost izineglikozilacijskin promjena IgG-a i pojedinih
skupina ispitanika (CD/UC/HC) kako bi se ispitalatgncijalna uloga glikozilacijskih
struktura i obiljezja u svrstavanju pacijenata ugku oboljelih od CD-a ili UC-a. Trenutne
metode klasifikacije su vrlo invazivne i nedovoljogjetljive Sto ostavlja prostor za novi,
minimalno invazivan biomarker, posene osjetljivosti. Ispitivanjem povezanosh-
glikozilacije Fc-fragmenta IgG-a po potklasama #ikkim obiljezjima upalnih bolesti
crijeva Sto bi moglo pridonijeti razumijevanju meimama ovih bolesti kao i pfanju samih

pacijenata.
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§ 2. ISPITANICI, MATERIJALI | METODE

2.1. Ispitanici

Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo zatetist eksperimentalnog rada Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta SveiiSta u Zagrebu, a skupljanje uzoraka odobrilo G&cko
povjerenstvo bolnice Azienda Ospedaliero Universi@areggi, Firenca, Italija. Doktorski
rad je izraen u sklopu projekta EU FP7-RegPhtegra-Life’ broj: 315997.Uzorci su
prikupljeni u svediliSnoj bolnici Careggi, u okviru cijelogenomskeoagacijske studije na
pacijentima oboljelima od Crohnove bolesti i ulearog kolitisa (tal Studio di associazione
sull'intero genoma nei pazienti con Morbo di Cradeolite ulcerosp Uzorci su prikupljeni
na viSe lokacija u ltaliji: Padova, Milano, Firendaim i San Giovanni Rotondo u sklopu
mreze, Talijanska grupa za IBD(eng.Italian Group for IBD,|G-IBD) pocevsi s 2001., a
prvi puta su opisani u 200%' Svake godine prod®no je longitudinalno ptenje
pacijenat&>%?!U istraZivanje su bile ukljtene dvije skupine pacijenata s upalnim bolestima
crijeva (Crohnova bolest i ulcerozni kolitis) tertmlna skupina sa zdravim ispitanicima, a
svi su potpisali informirani pristanak. Ukupno jedgelovalo 2 357 ispitanika (N=2 357), od
toga je bilo 874 oboljelih od Crohnove bolesti (N48 i 1056 oboljelih od ulceroznog
(N=1056), dok je kontrolna grupa imala 427 ispikaniN=427). Ispitanici su svrstani u
skupine na temelju povijesti bolesti te ostalihgmeo definiranih kriterija i uputa te je
fenotip definiran temeljem Montreal klasifikacfj&Svi ispitanici su ispunili posebne upitnike.
Na temelju podataka iz povijesti bolesti iz upitmikizraiena je tablica s podacima o
ispitanicima koja ukljauje podatke o dijagnozi, dobi, spolu i kiikim obiljezjima bolesti
prema ranije opisanim kriterijima kligarg?*?#*(Tablica 2.1,
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Tablica 2.1 Raspodjela ispitanika prema dijagnozi, dobi, spddinickim obiljeZjima bolesti, prilagdeno iz

Simurina et al, 2018°

HC? uc CD
Broj ispitanika 427 1056 874
Starost 440 (350-56.0)| 41,0 (3L0-52,0) 35,5 (27,0-46,0)
(med/IQR)

Spol (2) (N/%)

145 (34,0 %)

423 (40,1 %)

368 (42,1 %)

Trajanje bolesti
(med/IQR)®

6,0 (2,0-13,0)

5,0 (1,0-11,0)

Lokacija bolesti
(CD) (N/%)*¢

Terminalni ileum
i gornji dio
GIT-a (L1£L4)

327 (38,7 %)

Debelo crijevo i
gornji dio GIT-a
(L2+L4)

161 (19,1 %)

lleum, debelo
crijevo i gorniji
dijelovi GIT-a
(L3+L4)

343 (40,6 %)

Gornji dio GIT-a
(L4)

13 (1,5 %)

PonaSanje
bolesti (CD)
(N/%)

Upalna (B1)

504 (58,3 %)

Suzavajda (B2)

237 (27,4 %)

Perforirajita
(B3)

124 (14,3 %)

Lokacija bolesti
(UC) (N/%)

Zavrsni dio
debelog crijeva
(E1)

115 (11,0 %)

Lijeva strana
deblog crijeva
(E2)

489 (47,0 %)

Ci_j_elo debelo ; 437 (42,0 %) }
crijevo (E3)

Lijek (N/%)

Mesalazin 320 (32,5 %) 179 (22,7 %)
Prednizolon - 360 (36,6 %) 229 (29,0 %)
Tiopurini - 213 (21,6 %) 174 (22,1 %)
(AZAI6MP)

Anti-TNE - 90 (9,1 %) 207 (26,2 %)
8‘3‘;’))3‘0”"" i 81 (8,1 %) 327 (37,8 %)

& Zdrave kontrole (endnealthy controlsHC), ulcerozni kolitis (engulcerative colitis UC), Chronova bolest
(eng.Crohn’s diseaseCD)," Trajanje bolesti u godinam&l okacija i ponasanje bolesti opisane prema Montreal
klasifikaciji, med medijan, IQR interkvartilni ragp (eng.interquartile rangé
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2.1.1. Uzorci krvne plazme

Za potrebe ovog istrazivanja koriSteni su alikviatvne plazme uzoraka ispitanika
primarno skupljenih za cijelogenomsku asocijacijsitudiju na pacijentima oboljelima od
CD-a i UC-a. Uzorci krvi su uzeti uz antikoagulaksEDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina). Alikvoti od 100ul krvne plazme, skladiSteni na -20 °C, poslani sutalije u

plo¢icama od 96 jaZica te su bili pohranjeni na istopperaturi do ptetka same analize.

2.2. Materijali

2.2.1. Standardne kemikalije

ACN, acetonitril, HPLC razredScharlay

ACN, acetonitril, LC-MS razredSigma-Aldrich

amonijev bikarbonat, NHHCO; (Acros Organics- Thermo Fischer Sciendific
natrijev hidrogenfosfat, N&lPO, (Acros Organics- Thermo Fischer Scienjific
etanol Carlo Erba

formijatna kiselina, HCOOHMercK)

izopropanol, (CH3)CHOH (Sigma-Aldrich

kalijev dihidrogenfosfat, KEPO, (Sigma-Aldrich

kalijev klorid, KCI (EMD Milipore)

kloridna kiselina, HCIKemik3

natrijev hidroksid, NaOHKemikg

natrijev klorid, NaCl Carlo Erba

octena kiselina, C#COOH (Merck

propionska kiselina, CH3CH2COOISigma-Aldrich
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TFA, trifluorooctena kiselina, HPLC razreBl(ka)
TFA, trifluorooctena kiselina, LC-MS razre8iggma-Aldrich
Tris, tris(hidroksimetil)aminometam¢ros Organics- Thermo Fischer Scienjific

Ultracista voda, 18 MR cm pri 25 °C Purite Fusion 40sustav za pkaS¢avanje vodePurite
Ltd.).

2.2.2. Enzimi

TPCK tripsin WWorthington Biochemical Corporatigpn

2.2.3. Plocice s 96 jazica

2.2.3.1. Afinitetne pl@ice

Protein G pldica BIA Separations

Protein G pldica s 96 jazica je razvijena za izolaciju 1gG-&izne plazme ili seruma
u sklopu projekta High Glycan, Metode za visokoptnti analizu glikozilacije proteina (EU
FP7 projekt broj: 278535). Volumen stacionarne fazwakoj jazici protein G ptice je 200
uL, a kapacitet vezanja 1gG-a je oko 0,8 mg po jatipotrebljava se za izolaciju IgG-a iz

krvne plazme.

2.2.3.2. Filteri i filter plocice

e 0,45um GHP AcroPrep(Pall)

GHP AcroPrep filter plocica s 96 jazica volumena 1 mL i hidrofilnom
polipropilenskom membranom véine pora 0,45um, upotrebljava se za filtriranje

uzoraka plazme prije izolacije 1gG-a.
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* OF1100(Orochem Technologies Inc.

OF1100 polipropilenska filter ploica s 96 jazica volumena 0,7 ml i polietilenskim
otvorima od 10 um, upotrebllava se za obrnuto-fazsajavanje i prois¢avanje
glikopeptida 1gG-a.

e 0,2um Supor PENalgene(Thermo Fischer Scientific

Supor PESNalgenefilter s polietersulfonskom membranom ¥ete pora 0,2um,

upotrebljava se za filtriranje svih pufera.

2.2.3.3. Plocice za skupljanje duvanje uzoraka

* ABgene PCRlocica (Thermo Fischer Scientific
ABgene PCRlocica platica s 96 jazica volumena 0,2 ml, upotrebljava sprggemu

glikopeptida IgG-a djelovanjem tripsina te za skagk pr@&isé¢enih glikopeptida IgG-a.
* Platica za skupljanje uzorak&Materg

Plocica za skupljanje uzoraka s 96 jazica volumena 2 wplotrebljava se za
randomizaciju uzoraka, skupljanje uzoraka nakdrafiije i eluiranja IgG-a.

2.2.4. Stacionarne faze

Chromabon8 Cygec(Machery-Nagel

Chromabon8i Cigec ima srednju veliinu cestica 45 um, a upotrebljava se kao

stacionarna faza u obrnuto-faznom isoljavanju Egtavanju glikopeptida 1gG-a.

2.2.5. Kolone za nanoLC-MS analizu

 PepMap 100 C&Thermo Fischer Scientific

PepMap 100 C8e kolona za pr&iSéavanje glikopeptida IgG-a, duljine 5 mm i

unutarnjeg promjera 30@m te veltine ¢estica 5um. Na silika gel su vezani C8 lanci na
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koje se vezu glikopeptidi IgG-a dok razle neistote koje mogu biti prisutne u uzorku

prolaze bez vezanja (obrnuto fazna ekstrakcija).

e (C18 nano-LC HALO fused core particl@dvanced materials technolggy

C18 nano-LC HALO fused core particleskolona za razdvajanje glikopeptida 19G-a,

duljine 150 mm i unutarnjeg promjera 10 te veltine cestica 2,um.

2.3. Metode

2.3.1. Izolacija imunoglobulina G iz uzoraka krvne plazme

Imunoglobulin G je izoliran iz krvne plazme afirttem kromatografijom upotrebom
protein G pl@ice s 96 jazicaRia Separationsuz upotrebu vakuum uteja za pldice (eng.
vacuum manifold (Pall) uz vakuum pumpuRall Life Sciences™®® Unutar svake jaZice je
monolitska stacionarna faza na koju je vezan pndBedobiven iZStreptococcus aureu®va
afinitetna pl@ica se upotrebljava za brzo i visokéinkovito pratisS¢avanje 1gG-a. Protein G
veze Fc regiju lgG-a bez vezanja Fab podjedinitmgiantitijela. Prednost Protein G pice
pred protein A pldicom za izolaciju IgG-a je Siri raspon vezanja klolnskih antitijela,
adsorpcija pri véem rasponu pH te moduost vezanja svih potklasa (Protein Ada ne
veze potklasu 1gG3). Svi koraci izolacije IgG-a galv su se upotrebom vakuum dega za
plocice uz vakuum pumpu pri podtlaku od oko 380 mm &g nanoSenja uzoraka plazme i
eluiranja IgG-a pricemu je podtlak iznosio oko 200 mm Hg. Cijeli postkise odvijao na
sobnoj temperaturi. Sve koriStene otopine su pijetrebe filtrirane kroz 0,2m Supor PES

Nalgenéfiltere (Thermo Fischer Scientific

Pri izolaciji lgG-a na protein G pbtci, koriste se slijed@ puferi:
* pufer za vezanje 1gG-a na pilou- 1 x koncentrirani PBS (enghosphate buffered
saline: 137 mM NacCl, 2,7 mM N#PQO, 9,7 mM KHPQO, 2,2 mM KCI, pH
prilagaien na 7,4 dodatkom NaOH

» eluacijski pufer- 0,1 M formijatna kiselina pH 2,5
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» neutralizacijski pufer- 10 x koncentrirani PBS p}8 6

» pufer za neutralizaciju eluiranog IgG-a- 1 M amewipikarbonat

* pufer zacuvanje protein G place: 20 % etanol (v/v), 20 mM Tris, 0,1 mM NaCl, pH
prilagaien na 7,4 dodatkom HCI

2.3.1.1. Priprema uzoraka krvne plazme za izolaciju imunbglma G

Svi uzorci plazme su nakon odmrzavanja, najprijgrdegirani (1620 g, 10 minuta)
(centrifuga 5804, rotor A-4-44Eppendorf, a potom randomizirani na picama za
skupljanje uzoraka s 96 jazica, volumena 2 ml (Watéako da su na svakoj ploi
zastupljeni uzorci pacijenata oboljelih od CD-a,-d@e kontrole (Slika 2.3.1.1). Na svaku
plocicu, osim po 7QuL plazme ispitanika, stavljeno je i getiri alikvota plazma standarda
(50 uL), a na polozaj G12 negativna kontrola (eb@nK. Plazma standard je pripremljen
unutar laboratorija spajanjem krvnih plazmi viSevatalja (eng plasma podl, a sluzi kao
pozitivha kontrola). Svaka pleca je imala i nekoliko uzoraka u duplikatu.

PL2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
UC443PD | CON555SGR| CD164NA_6 CON593SER CON2399GR CD3903F|stand 2_3 | CD3934FI | UCL102PD | stand_2_3 CD2856SGR, -D UCSGRS|
UC63PD CD1907SGR| CD2940PD| UC3771SGR UC3729SR UC3594PD 25WZPD | CON273SGR CD1832SGR UC2450PD CD393HM CD3921F!
CON562SGR UC2865SGR| CD308PD_[l UC344P0) CD3422AD CD3220SPED2764SGR| CON533SGR UC2404AN CD366H CD2867SGR|  UC3572$GR
CD2939PD | UC61PD UC3657SGR  CON618SfER UC2988P[D-D CON624S{BRC2261SGR| UC3739SGR  CD451PD| UC2864S5R CON280SGR  CD97H
CD3864PD | CD2722SGR| CON254SGR CD231SGR CON223$GR UC2486ADON540SGR UC949SGR-p UC2453P0) CD352H UC3720SGH ~ UC2539PD
UC2763SGR| CD2930PD | stand_2_4| UC2467PD CON542$GR CD368HN D51€PD_5| UC2591PD | CD3398PD0} UC3970SGR stand_2_1 CD347HM
UC4094SGR| UC36PD UC3743SGR  UC3761SER CD692P(] UC420PD 0S8R | UC16PD UC85PD CD2728SGR UC2567PD blank_2
CD685SGR | UC3515SGR{D UC165SGRiD CD351H UC339P  UCL0®FBGCD2247SGR| CD2344SGH CON240SGR CON305$GR CON304SGR  5868GR

p-d

IT(O|MmMMmM|O|O|(w

Slika 2.3.1.1Prikaz rasporeda uzoraka nado prilikom izolacije imunoglobulina G. Uz uzorkspitanika, na
plogici su i cetiri plazma standarda na unaprijed @@m@m polozajima- STAND, te negativha kontrola—
BLANK na polozaju G12.

Uzorci plazme su razrigeni 8 x, 1 x koncentriranim puferom PBS, pH 7,sakon
toga su filtrirani krozZGHP AcroPrep0,45 um filter pldice s 96 jazica, volumena 1 niRdll)
pri maksimalnom podtlaku. Uzorci su skupljeni ugnte s 96 jazica, volumena 2 ml.

2.3.1.2. Priprema protein G pléice za izolaciju imunoglobulina G iz uzoraka kryiazme

Prije izolacije IgG-a iz uzoraka plazme, bilo jetpebbno ukloniti pufer zauvanje
protein G plgice: 20 % etanol (v/v), 20 mM Tris, 0,1 mM NaCl, pHilagaien na 7,4
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dodatkom HCI te pripremiti protein G @iou za izolaciju ispiranjem s 2 ml ulttéste vode
(18 MQcm pri 25 °C), zatim s 2 ml 1 x koncentriranog paf®BS pH 7,4, a nakon toga s 1
ml 0,1 M formijatne kiseline pH 2,5 kako bi se ukio IgG koji je eventualno zaostao. Nakon
toga protein G pl&ica se uravnoteZuje ispiranjem s 2 ml 10 x kon@@miog pufera PBS pH
6,6 nakoncega slijedi ispiranje s 4 ml 1x koncentriranog pafBS pH 7,4. Nakon svakog
Ispiranja, primijeni se vakuum filtracija pri podkiu od oko 380 mm Hg.

2.3.1.3. Vezanje imunoglobulina G na protein G it i ispiranje

Razrijedeni i filtrirani uzorci krvne plazme se prenesu m@ethodno pripremljenu
protein G pl@icu. Protein G pldica s vezanim IgG-om se ispire tri puta s po 2 mt 1
koncentriranog pufera PBS pH 7,41 uz optimalne tevj@kuum filtracije pri podtlaku oko
200 mm Hg priéemu se uklanjaju nevezani protein dok 1gG ostagane

2.3.1.4. Eluiranje imunoglobulina G s protein G gice

Protein G pldica s vezanim IgG-om se stavi iznaddte s 96 jazica, volumena 2 mi
te se zatim ispere s 1 ml 0,1 M formijatne kiselpt¢ 2,5 uz vakuum filtraciju pri podtlaku
oko 200 mm Hgime se eluira vezani 1gG. U svaku jazicu s elumangG-om se doda po

170 pl neutralizacijskog pufera 1 M NWHCO; kako bi se pH prilagodio na 7.

2.3.1.5. Regeneracija fuvanje protein G pléce

Nakon eluiranja 1gG-a, protein G @lou je potrebno isprati s 2 ml 0,1 M formijatne
kiseline pH 2,5 kako bi se uklonio eventualno zalo$§G. Potom se pliica ispire s 2 ml 10
x koncentriranog pufera PBS pH 6,6 te s 4 ml 1 mdemtriranog pufera PBS pH 7,4. Zadnje
ispiranje protein G pkice je s 1 ml pufera z&uvanje protein G pkice. Nakon svakog
ispiranja, primijeni se vakuum filtracija pri podkiu od oko 380 mm Hg. Protein G filca se

¢uva u 1 ml pufera zéuvanije pri +4 °C, do ide upotrebe.

2.3.1.6. Odrejdivanje koncentracije izoliranog imunoglobulina G

Nakon izolacije iz krvne plazme, koncentracija 1g@&- svakom eluatu je odkena na

spektrofotometruNanoDrop 8000(Thermo Fischer Scientificmjerenjem apsorbancije pri
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280 nm nakortega su pléice s izoliranim IgG-om, spremljene su na -20 °C dhdjnje

upotrebe.

2.3.2. Priprema glikopeptida imunoglobulina G izlaganjejeldvaniju tripsina

Glikopeptidi IgG-a se pripremaju izlaganjem IgG-gelovanju TPCK tripsina
(Worthington Biochemical Corporatipnkoji se priprema otapanjem 1 mg liofiliziranog
tripsina u 5 ml 20 mM octene kiseline (MercRJikvoti od 100 ul ovako priréene otopine,
koncentracije 0,2 pg/plohranjuju se na -20 °C do daljnje upotrebe.

Iz prethodno odmrznutih piaca s izoliranim imunoglobulinima G, prosjee
koncentracije IgG-a po uzorku 0,5 pg/ul, alikvatige po 40 pl lABgene PCRlocicu s 96
jazica. Tripsin se pridje neposredno prije dodavanja uzorcima s izolinalgG-om, tako da
se za jedn&ABgene PCPRlocicu s uzorcima, odmrzne jedan prethodno priprendjécvot od
100 pl koncentracije 0,2 pg/pl te se razrijedi sillultra ciste vode (18 Mecm pri 25 °C)
ohlaiene na +4 °C. U svaku jaziéiBgene PCRlocice s 40 ul eluiranog 1gG-a, dodano je po
10 ul ovako pripremljene otopine tripsina, uz majg&. Nasund@no je provjeren pH nekih
jazica uz univerzalni indikator papir pH 0-14LG, Lab Logistics Groups obzirom da je
uvjet za optimalno djelovanje tripsina pH6. ABgene PCRplocica se zatvori termalnom

folijom (Porvair Filtration Group Inc) te inkubira preko no na 37 °C.

2.3.3. ProciScavanije glikopeptida imunoglobulina G obrnuto faznekstrakcijom navrstoj

fazi

Glikopeptidi IgG-a, dobiveni djelovanjem tripsingrociséeni su obrnuto faznom
ekstrakcijom navrstoj fazi, kako bi se uklonili ostaci solivrsta faza u ovom pigSéavanju
je hidrofobni materijalChromabon8l C;sec (Machery-Nagél srednje veliine estica 45 pm
u kojem su na zrnca adsorbiranig@anci. S obzirom da jévrsta faza hidrofobna, na nju se

vezu peptidni dijelovi glikopeptida IgG-a dok sei sgpiru.
2.3.3.1. Priprema Chromabond {g zrnaca
Za praiS¢avanje jednog uzorka IgG-a potrebno je 100 pl uspe 50 mg/ml

Chromabon Cigeczrnaca u otopini 80 % acetonitrila (v/v) (ACN), HP razred Scharlay

1 0,1 % trifluoroctene kiseline (v/v) (TFA), HPL@Gzred Fluka). 1z navedenoga proizlazi da
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je za jednu pldicu (96 uzoraka) potrebno 0,5Ghromabon8 Cigec zrnaca prirdenih u 10
ml otopine 80 % ACN-a (v/v) i 0,1 % TFA (v/v). U aku jazicuOF1100 polipropilenske
filter plocice s 96 jazica i polietilenskim otvorima od 10 @®rochem Technologies Inc

nanosi se po 100 pl gore navedene otopine.
2.3.3.2. Aktiviranje i uravnotezenje Chromabongs@rnaca

Chromabonl Cigec zrnca se aktiviraju otopinom 80 % ACN-a (v/v) 0% TFA
(v/v), na ngin da se u svaku jazicu polipropilenske filter @ doda po 200 ul navedene
otopine te se primjeni vakuum filtracija uz podtladk oko 25 mm Hg. Postupak se ponavlja
tri puta. Chromabon@ Cigec zrnca se uravnoteZuju u uvjetima vezanja glikapeplgG-a,
dodavanjem u svaku jazicu polipropilenske filtesate po 200 ul otopine 0,1 % TFA (V/v),
HPLC razred Fluka) te primjenu vakuum filtracije uz podtlak od okd &xm Hg. Postupak se
ponavlja tri puta.

2.3.3.3. NanoSenje glikopeptida imunoglobulina G na poliptepsku pl@icu

Prije nanoSenja uzoraka glikopeptida IgG-a na pofipensku plgicu s
Chromabon8 Cygeczrncima, potrebno je razrijediti uzorke 10 x spi@m 0,1 % TFA (vV/v),
dodavanjem 450 pl navedene otopine u svaku jaZiBgene PCPRplacice s glikopeptidima
IgG-a. Razrijéeni uzorci glikopeptida 1gG-a, ukupnog volumena 500 prenesu se na
polipropilensku pléicu s Chromabon8 Cigec zrncima te se nakon inkubacije od dvije

minute, primjeni vakuum filtracija uz podtlak odmR5 mm Hg.
2.3.3.4. Ispiranje glikopeptida imunoglobulina G

Uzorci glikopeptida IgG-a se ispiru se na poliptepskoj pl@ici s 200 pl otopine 0,1
% TFA (v/v) te primjenu vakuum filtracije uz podtlad oko 25 mm Hg. Postupak se ponovi
tri puta, a na kraju se polipropilenska gt@a kratko centrifugira (15-105 g, 15 sekundi)
(centrifuga 5804, rotor A-4-4Zppendorf kako bi se uklonila sva zaostala otopina 0,1 %
TFA (v/v).
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2.3.3.5. Eluiranje praiséenih glikopeptida imunoglobulina G

Polipropilenska pléica s glikopeptidima IgG-a vezanima @hromabonfi Cigeq,
stavi se néABgene PCRlocicu te se u svaku jazicu polipropilenskedide doda po 120 pl
otopine 20 % ACN-a (v/v), HPLC razre8dharlay i 0,1 % TFA (v/v), HPLC razred={uka)
nakon ¢ega slijedi inkubacija tijekom dvije minute. Glikeptidi IgG-a se eluiraju s
polipropilenske pldice u ABgene PCRplocicu, centrifugiranjem (15-105 g, 5 minuta)
(centrifuga 5804, rotor A-4-44Eppendorf te se odmah stavljaju na suSenje u vakuum
centrifugu (vakuum koncentratd@avant SC210Aa hladenom stupicom za par@avant
RVT400 vakuum pumpon®©FP40Q Thermo Fischer Scientific obzirom da TFA pogoduje
desijalinizaciji glikana. Kada su uzorci suhi, fita se zatvori termalnom folijom te pohrani

na -20 °C do daljne analize.

2.3.4. Analiza potklasa glikopeptida imunoglobulina G naetm nanoLC-MS

2.3.4.1. Priprema uzoraka glikopeptida imunoglobulina G zekzu metodom nanoLC-MS

Neposredno prije mjerenja, suhim, giggenim glikopeptidima 1gG-a, doda se po 20
pl ultra ciste vode (18 Mkcm pri 25 °C) u svaku jazicABgene PCRplocice uz mijeSanje,

nakoncega se pléica zatvori termalnom folijom i spremna je za na@eldS analizu.

2.3.4.2. Metoda nanoLC-MS

Analiza uzoraka u ovom istrazivanju, provedena jeetadom tekdinske
kromatografije spregnute sa spektometrijom masanaln@-MS)1*°?* Analizirane su
potklase IgG-a koje se razdvajaju tékiskom kromatografijom na instrumentu
nanocACQUITY UPLQWaterg i glikopeptidi IgG-a koji se razdvajaju spektramem masa
na instrumentlCompact Q-TOF-M$micrOTOF-Q) Bruker Daltonic$ iz cega proizlazi puni
naziv metode nanoLC-ESI-MS-QTOF-MS.

Otapala za nanoLC-MS analizu:
e otapalo A: 0,1 % TFA(v/v), LC-MS razre®igma-Aldrich,
» otapalo B: 80 % ACN (v/v), LC-MS razred®igma-Aldrich, 0,1 % TFA (v/v),
LC-MS razred $igma-Aldrich
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» otapalo za ispiranje kromatografskog sustava (eegl wash 10 % ACN (v/v),
HPLC razred $charlay

« otapalo za smanjivanje negativhog djelovanja TFAio@zaciju (eng.sheath
liquid): 50 % izopropanol (v/v)Sigma-Aldricl), 20 % propionska kiselin&igma-
Aldrich), 30 % voda (v/v)

Sva otapala su pripremljena s ukirstom vodom (18 MRcm pri 25 °C).

Osim samih otapala pri nanoLC-MS analizi, u instento se nalaze:
» otopina za ispiranj&kolone za razdvajanje glikopeptida: 95 % ACN (V/AZ-MS
razred Sigma-Aldrich
» ultra ¢ista voda (18 Mecm pri 25 °C) koja sluzi kao negativnha kontrolalZa-MS
instrument
» standard glikopeptida IgG-a pripremljen unutar fabarija iz krvne plazme vise

donora, a koji sluzi kao pozitivha kontrola za LGSNMhstrument

InstrumentnanoACQUITY UPL&’ sastoji se od dva modula za upravljanje otapalima;
binarni (engbinary solvent manager pomaini (eng auxillary solvent managgrmodula za
upravljanje uzorcima (engsample manager a koristi detektorQ-TOF-MS instrumenta.
Binarni modul za upravljanje otapalima sadrzi vistbé¢nu pumpu koja stvara gradijent
otapala A i B (0-95 % B) te odrzava stalan protodzksustav. Pontmi modul za upravljanje
otapalima sadrzi visokottau pumpu koja pumpa uzorak do kolone koja sluzikdanjanje
necistoca iz uzorka (engrap) i analiticke kolone, a koristi se i za ESI ionizaciju kod laea
spektrometrijom masa. Modul za upravljanje uzorcinajem je temperatura 10 °C injektira
uzorke s ploice na kolonuPepMap 100 C8Thermo Fischer Scientificduljine 5 mm i
unutarnjeg promjera 300m te veltine ¢estica 5um. U navedenoj koloni za pfidcavanje
glikopeptida, na silika gel su vezani C8 lanci mgekse vezu glikopeptidi IgG-a dok razie
necistoce koje mogu biti prisutne u uzorku prolaze bez wgzgobrnuto fazna ekstrakcija).
UravnoteZavanje i vezanje analitatrep kolonu se odvija pri protoku otapala A od dfmin
tijekom jedne minute. Zatim se analiti iz uzorkadwaajaju na analitkoj koloni C18 nano-LC
HALO fused core particlefAdvanced materials technolggguljine 150 mm i unutarnjeg
promjera 10Qum te velEine ¢estica 2,um koja je na temperaturi od 30 °C, a uravnotezena j
tijekom dvije minute pri protoku 100% otapala A &dul/min Sto su i poetni uvjeti za

tekwinsku kromatografiju. Od 0-0,5 minute gradijentpeia se mijenja od 0-12 % otapala B,
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a od 0,5-4 minute iznosi 12 % otapala B te od 4u%ue iznosi 17 % otapala B. Glikopeptidi
IgG-a se razdvajaju po potklasama u gradijentuadéa 12-17 %. Od 5-5,5 minute gradijent
je raste do 95% otapala B te toliko iznosi 5,519j& ¢ime je kolona isprana od svih vezanih
IgG glikopeptida. Nakon ispiranja anaitke kolone, vréeni su pdetni uvjeti 100 % otapala
A pri protoku 1ul/min tijekom 2 minuteféime je kolona spremna za idwzorak dok se¢rap
kolona nakon svakog uzorka ispire si2®5 % ACN-a (v/v). Volumen injekcije za uzorke je
9 ul, a za pozitivnu i negativnu kontrolu jeul

Tekutinskom kromatografijom, glikopeptidi IgG-a se raaghju po potklasama u: IgG1,
IgG4 i 1gG23 (Slika 2.3.4.2.1). Fc-glikopeptidi plase 1gG2 i 3 imaju jednake peptidne
dijelove kod pripadnika bijele rase pa se ne mog@zlikovati ovom analittkom

metodon:-*+228

IgG23

IzG1
ToG4

Slika 2.3.4.2.1Prikaz razdvajanja IgG glikopeptida po potklasaig&l, 1gG4 i 1gG23, preuzeto s nanoLC-MS

instrumenta tijekom analize u ovom istraZivanju

Kao Sto je vé navedenonanoACQUITY UPLGe povezan s instrumento@ompact
Q-TOF-MSte se glikopeptidi IgG-a nakon analize tékiskom kromatografijom, analiziraju
spektrometrijom masa. Glavni dijelovi Compa@TOF-MS instrumenta su: modul za
ionizaciju uzorka (rasprSi¢as kapilarom i komora za rasprSivanje uzorka),vtije(eng
funne) i heksapol (enghexapolg, kvadropol (engguadrupole Q), kolizijska ¢elija (eng.
collision cel) te spektrometar (entime of flight TOF)?*

Glikopeptidi IgG-a koji se nakon LC analize nalaz&2-19 % otapala B, ioniziraju se
ionizacijom elektrorasprSenjem prkemu se rasprsSi¢eam (eng. nebulize) (Agilent
Technologiesuzorak rasprsuje u sitne kapljice u protoku ofapa smanjivanje negativnog

djelovanja TFA na ionizaciju te se tako dobiveneizoane kapljice uzorka suse plinovitim
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dusikom protoka 4 L/min pod tlakood 0,4 bara (Slika 2.3.4.228y te tako glikopeptidi IgG-

a pod utjecajem elektrostatskog polja (razlike pofjala) postaju dvostruko i trostruko
pozitivno nabijeni. Kako bi se smanjio negativdinak TFA na sparivanje iona u plinovitoj
fazi, uzorak se dodaje nanoLC kapilarom od fuzemér silike vanjskog promjera 375 pum i
unutarnjeg promjera 20 pnmMplex Polymicro Technologigdkoja se nalazi u otapalu za
smanjivanje negativnog djelovanja TFA na ioniza¢gag.sheath liquid: 50 % izopropanol
(v/v), 20 % propionska kiselina (v/v) u vodi prigboku od 2ul/min, a dodaje se pumpom
pomainog modula. TFA utj@ na sparivanje iona u plinovitom stanju te negatidjeluje na
ionizaciju uzorka, Sto se znatno smanjuje raspnggm u otapalu za smanjivanje negativnhog

djelovanja TFA na ionizaciju.

plinoviti dusik

ffffffffffffffffff .
P ¥ -
[ N R T S

nano-LC Kapilara - =, 0000 1y RS
e L e, *

& ..-0_':' gt

@ a9 ® " ; g

Fad #a . st Pe

otapalo @ smaniivanle— | ,f AN S

negativnog dielovania
TFA na ionizaciju

Slika 2.3.4.2.2Shematski prikaz ESI rasprséea NanoLC kapilara s uzorkom je unutar cijevi stpkom
otapala za smanjivanje negativhog djelovanja TFAamzaciju, koja je unutar cijevi s protokom dusika

susenje uzorka, prilageno iz Selman et al, 2012

Uloga lijevaka i heksapola je odvajanje ioniziraraslita od otapala za smanjivanje
negativnog djelovanja TFA na ionizaciju i plina f8enje uzorka te usmjeravanje ovih iona
sa Sto manjim gubicima, prema kvadropolu. Dodatnbgksapolu se grupiraju ioni analita,
odnosno, smanjuje se njihova rasprsenost. Kvadnmodle sluziti kao svojevrsni filtar masa
kako bi se izdvaoijili ioni odréenih (raspona) masa ili u ovom &hju, sluzi za usmjeravanje
iona prema detektoru. lonizirani glikopeptidi IgGeatuju pod utjecajem razlike potencijala.
U kolizijskoj celiji se fragmentiraju ioni, m&itim, u ovom istrazivanju nije se koristila ova
mogutnost. TOF se sastoji od ortogonalnog akceleratefiektora i detektora. Ortogonalni
akcelerator usmjerava ione analita prema reflektagilektor ujedn&ava ione s obzirom na
razlike u kinettkoj energiji, a detektor prevodi zabiljeZeni sigraia u elektini signal koji
se prenosi na tanalo. Vrijeme dolaska iona analita do detektor@KY ovisi 0 omjeru mase
naboja, m/z. Spektar masa je sniman od 600-190G mprasj€no 2 snimka na frekvenciji od
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0,5 Hz uz energiju kvadropola i kolizijskelije od 4 eV. Primjer dijela snimljenog spektra
masa jednog uzorka prikazan je na slici 2.3.4.21§eme analize po uzorku bilo je 15
minuta. Za rad na sustavu LC-MS koriSten je progtdyStar software version 3.5ve

analize su proutene pri vanjskoj temperaturi od 24 °C.

: q.l-.li.: (301 =
GIF '*3 ‘3
s @-3;: E . : 9
‘_E G2F . ;
7o W2 @aFs
- 10837
GOF | '
G7E B8
. §(420.39
¥ ]
770,04  F—
I
| { J I 116144
i Ll :

Slika 2.3.4.2.3Prikaz dijela snimljenog spektra masa jednog wzogreuzeto s nanoLC-MS instrumenta
tijekom analize u ovom istraZivanju.

2.3.5. Obrada podataka

Rezultati nanoLC-MS analize su ekstrahirani i dbera programomLacyTools
v0.0.5.07%°. Prije ekstrakcije podataka, snimljeni spektripsuavnati na temelju tme mase i
retencijskog vremena tri najzastupljenije glikofersvake od pojedinih potklasa 19G-a: GOF,
G1F and G2F (Tablica 2.3.5°%) svih spektara. Pri poravnanju, kod retencijskogmena
koriSten je raspon od + 40 s, a kod mase + 0.1Pikovi izmjerenih glikopeptida su koriSteni
za poravnanje samo kada im je odnos signal/Sum &gl to noise S/N) bio iznad 9, uz
minimalno 7 glikopeptida po uzorku. Uz navedenéekije, kod véine uzoraka, glikopeptidi
s istim peptidnim dijelom imali su jednako reteskg vrijeme. U konénici su dobivene tri

grupe glikopeptida: jedna za IgG1, druga za Ig@dca za kombinaciju 1I9G2 i IgG3.
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Tablica 2.3.5.1 NanoLC-MS poravnanje. Signali glikopeptida upolj@ti za poravnanje LC-MS
kromatograma. Navedeni su glikopeptidi s teorijskimjerom m/z za trostruko nabijene glikopeptideriggme
retencije (VR) u sekundama. Najmanje 7 glikopepjal&oriSteno po uzorku uz odnos S/N > 9., pritkeym iz
Simurina et al, 2018°

Glikopeptid Teorijski m/z (3+) | VR (s)
IgG1 GOF 878,6868098 245
IgG1 G1F 932,7044176 242
IgG1 G2F 986,7220254 243
1gG23 GOF 868,0235334 434
IgG23 G1F 922,0411412 429
1gG23 G2F 976,058749 423
IgG4 GOF 873,3551716 345
IgG4 G1F 927,3727794 339
IgG4 G2F 981,3903872 330

Nakon poravnanja, za svaku grupu glikopeptida (Ig@®23 i IgG4), zbrojeni su svi
spektri uz vremenski raspon od 30 s po pojedinopigglikopeptida. Sume spektara za sve
grupe su kalibrirane na temelju GOF, G1F, G2F, G2FG2FS te S/N > 9 za barem 5
glikopeptida po pojedinoj grupi. Raspon od 0,3 B&griSten za kalibraciju. Kod ekstrakcije,
uzeta je podudarnost od barem 99 % i@dmimicijalnog analita i njegovog izotopa (dvostruko
i trostruko nabijeni) prema manualnoj anotaciji samih spektara po bioloSkoj grupi (UC,
CD, HC). Anotacija je provedena premarto odrelenoj masi u MS-u i literatufi>#** Iz
daljnje analize su iskljeni spektri uzoraka sa S/N > 9 koji nisu u 85 %otdzuklju¢eni u
daljnju anlizu imali su S/N > 9 (po bioloskoj griypnjihov izotopski uzorak u prosjeku nije
odudarao viSe od 25 % od teoretskog, a standaroigre§ka mase je iznosila izdqwel0 i 10
ppm. Ekstrahirano je 16 IgG1, 16 1gG23 i 11 IgGkaformi u ukupno 2 318 IgG1, 2 241
IgG23 and 2 169 IgG4 spektara (Tablica 2.3.8°2).
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Tablica 2.3.5.2Pregled detektiranih glikoformi. Teorijska m/z gaiko nabijenih glikopeptida je prikazana u
sliéaju kada je ta struktura detektirana. Legenda, vem®gomerne konfiguracije su u skladu s onima & sl
1.4.1 za sve glikoforme. Plavi kvadrad-acetilglukozamin, crveni trokut: fukoza, zelenugr manoza, zZuti
krug: galaktoza, ljuldiasti romb:N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselinajlagadeno iz Simurina et al,
2018°%°

[M+3H] * kod ekstrakcije

Skra¢eno ime glikana Struktura IgG1 1gG23 lgG4
GO Lo 819,334
GOF "oon M 878,683 868,02 873,351
Gl o (" oun 884,015 873,351
G1F o[::,,l 932,7 922,037 927,369
G2 ome o nm 938,032 927,369

GOFN }I‘ 946,376 935,713 941,044

GIN (}{}H 951,708

G1S oo (" onn 981,046

G2F g},,; 986,718 976,055 981,386
G1FN 0[3&: 1000,394 989,73 995,062
G1FS H}( ::,.; 1029,732 1019,069 1024,401

G2S o[C=Conn 1035,064 1024,401

G2FN z}.l 1054,411 | 1043,748 1049,08
Hibrid L eu 1070,074 | 1059,411

G2FS olome o uu 1083,75 1073,087 1078,418
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G1FNS W{:}—l: 1097,425 | 1086,762 | 1092,094

G2FNS o Q“:>u11 1140,78 | 1146,111
\O,.,
G2FS2 come 1 1180782 | 1170118 | 117545

Za svaku IgG izoformu, koriste 16 direktno mjerenih glikopeptidnih struktura za
IgG1 i 1gG23 te 11 direktno mjerenih glikopeptidrstruktura za IgG4, iztanato je 18
deriviranih svojstava za IgG1, 16 za IgG23 i 12g(a4 (Tablica 2.3.5.3 i Tablica 2.3.54}.

Tablica 2.3.5.3Derivirana svojstva Fc-glikana IgG-a. Individualgkkoforme su grupirane na temelju ranije
opisanih glikozilacijskih svojstava glikopetida hanog 19G-&%, zasebno za IgG1, 1gG23 i IgG4. Kod IgG4,
sve glikoforme su fukozilirane. Legenda, veze iraeme konfiguracije su u skladu s onima na slidillza sve

glikoforme. Plavi kvadratN-acetilglukozamin, crveni trokut: fukoza, zelenugr manoza, Zuti krug: galaktoza,

ljubizasti romb:N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselinailagaieno iz Simurina et al, 2078

Derivirano .
: Struktura Opis
svojstvo
agal :},“ Udio agalaktoziliranih glikana
digal m.. Udio digalaktoziliranih glikana
monogal o (poenn Udio monogalaktoziliranih glikana
0-2x
sial o [O8Conn Udio sijaliniziranih glikana
A28 0-2x Udio struktura s racvajuéim
CRN-Set N-acetilglukozaminom na diantenarnim glikanima
0-2x Udio struktura s fukozom na diantenarnim
A2F
O::}‘I glikanima
0-2x Udio struktura s rac¢vajuc¢im
A2FB | v N-acetilglukozaminom na fukoziliranim
" “aoenn diantenarnim glikanima na lgG4
A2G o("Comn Galaktozilacija po anteni diantenarnih glikana
0-2x
A2S *‘L(}:}*“ Sijalinizacija po anteni diantenarnih glikana
0-2x
A2GS *{@{::},. Sijalinizacija po galaktozi diantenarnih glikana
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Tablica 2.3.5.4l1zracun deriviranih svojstava po pojedinim potklasam@-g Individualne glikoforme su

grupirane na temelju ranije opisanih glikozilacifskvojstava glikopeptida humanog Ig&%lLegenda, veze

i anomerne konfiguracije su u skladu s onima nai sli4.1 za sve glikoforme. Plavi kvadral-

acetilglukozamin, crveni trokut: fukoza, zeleni grumanoza, Zuti krug: galaktoza, ljgasti romb: N-

acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselinakra&8ena imena glikana su navedena u tablici 2.3.5.2,

prilagadeno iz Simurina et al, 2078

Derivirano .
; Struktura Opis Izraéun
Svojstvo P
Udio agalaktoziliranih
19G1_agal aoonnm glikana na IgG1 IgG1_GOF + 1gG1_GOFN
10G1 digal Udio digalaktoziliranih | 1gG1_G2 + 1gG1_G2F + 1gG1_G2S + IgG1_G2FN + IgG1FS2 IgG1_G2FNS +
g5-_dig glikana na 1gG1 IgG1_G2FS2
Udio
19G1_monogal o|{geonn monogalaktoziliranih 19G1_G1 + IgG1_G1F + IgG1_G1N + IgG1_G1S + IgG1_{HrFlgGl_G1FS
glikana na IgG1
IgG1_sial 0.2 Udio sijaliniziranih | 0~ G154 1961 GI1FS + IgG1_G2S + IgG1_G2FS + IGGAENS+ IgG1_G2FS2
952 o[Tgoonn glikana na IgG1 95 Che 961 g6t et 95
0-2x Udrféj;fﬂ'é‘i‘;ra s (IgG1_GOFN + IgG1_GIN + IgG1_GI1FN + IgG1_G2FN + Ig&2FNS) /
l0GL AB N-acetl Iquozaminom (IgG1_GOF + IgG1_G1 + IgG1_G1F + IgG1_G2 + IgG1_GOFIgG1l GIN +
95 ={Tpoonn na dgmenamim IgG1_G1S + IgGL_G2F + IgG1_GLFN + IgGL_GLFS + IgG2S + IgGL_G2FN +
glikanima na IgG1 I9G1_G2FS + IgG1_G2FNS + IgG1_G2FS2)
Udio struktura s (IgG1_GOF + IgG1_G1F + IgG1_GOFN + IgG1_G2F + IgG1EN + IgG1_G1FS +
0-2x fUkozom e IgG1_G2FN + IgG1_G2FS + IgG1_G2FNS + IgG1_G2FSRE1_GOF + IgG1_G1
I9G1_A2F - diamerarim +1gG1_G1F + IgG1_G2 + IgG1_GOFN + IgG1_GIN + IgGLS + IgG1_G2F +
r::}r: ke o 10G 1 IgG1_G1FN + IgG1_GI1FS + IgG1_G2S + IgG1_G2FN + IgG2FS +
9 g IgG1_G2FNS + IgG1_G2FS2)
(1/2 x (IgG1_G1 + IgG1_G1F + IgG1_GIN + IgG1_G1®&1 G1FN +
Galaktozilacija po 19G1_G1FS) + (IgG1_G2 + IgG1_G2F + IgG1_G2S + IgG2EN + 1gG1_G2FS +
1I9G1_A2G o am anteni diantenarnih 1IgG1_G2FNS + 1gG1_G2FS2)) / (IgG1_GOF + IgG1_Gh&1_G1F + IgG1_G2 +
- glikana na 1IgG1 IgG1_GOFN + IgG1_GIN + IgG1_G1S + IgG1l_G2F + IgG1FN + IgG1_G1FS +
19G1_G2S + IgG1_G2FN + IgG1_G2FS + IgG1_G2FNS +1gG2FS2)
B L | (@2 x(gG1_G1S + IgG1_G1FS + IgG1_G2S + IgG1_G2AGGL_G2FNS) +
0GL AZS 0 f_x ;gi't'g:f;‘;'fﬁ pﬁkiﬂfﬂl— (IgG1_G2FS2)) / (IgG1_GOF + IgG1_G1 + IgG1_G1F &1gG2 + IgG1_GOFN +
95 -[© ! Glg 4 1gG1 _GIN +IgG1l_G1S + IgGL_G2F + IgG1_GLFN + IgG1FS + IgG1_G2S +
g IgG1_G2FN + IgG1_G2FS + IgG1_G2FNS + IgG1_G2FS2)
0-2x Sijalinizacija po
19G1_A2GS galaktozi diantenarnih IgG1_A2S /1gG1_A2G
o |ogoonn glikana na IgG1
Udio agalaktoziliranih
19G23_agal Ly glikana na 19623 19G23_GO + IgG23_GOF + IgG23_GOFN

Mirna Simurina

Doktorska disertacija




8 2. Ispitanici, materijali i metode

50

Udio digalaktoziliranih

10G23_G2 + IgG23_G2F + 1gG23_G2S + 1gG23_G2FN +28CGG2FS +

1gG23_digal ome®mE glikana na 19G23 19G23_G2FNS + IgG23_G2FS2
Udio
19G23_monogal - monogalaktoziliranih 19G23_G1 +1gG23_G1F +1gG23_G1FN + IgG23_G1FSG2§_G1FNS
S m glikana na 1gG23
10G23 sial 0-2x Udio sijaliniziranih 1gG23_G1FS + 1gG23_G2S + IgG23_G2FS + IgG23_G1FNGGe3_G2FNS +
9625 ~cs glikana na 19G23 19G23_G2FS2
0 2x Udrféj;;‘:l'é‘i‘;ra s (IgG23_GOFN + 1gG23_G1FN + IgG23_G2FN + I3G23_G1FNBG23_G2FNS) /
- 9 . (19G23_GO + 1gG23_GOF + 1gG23_G1 + IgG23_G1F + 1§G@2 + IgG23_GOFN +
1gG23_A2B . N aﬁ:ﬂgﬁ:‘eorf:rﬂ;om 19gG23_G2F + 1gG23_G1FN + 1gG23_G1FS + IgG23 + IgGaaFN + IgG23_G2FS
. LT glikanima na 1gG23 +1gG23_G1FNS + IgG23_G2FNS + IgG23_G2FS2)
. (19G23_GOF + 1gG23_G1F + IgG23_GOFN + IgG23_G2E&23_G1FN +
0-2x U‘f’:j‘l’(g;g‘rﬁ“;f s 1gG23_GIFS + 1gG23_G2FN + IgG23_G2FS + IgG23_G1ANGG23 G2FNS +
10G23_A2F “_}ul diant . 10G23_G2FS2) / (I9G23_GO + 1gG23_GOF + 1gG23_G13§CG1F + IgG23_G2 +
_ diantenarmnim IgG23_GOFN + IgG23_G2F + IgG23_G1FN + IgG23_G1A§G23_G2S +
likanima na 1gG23
9 9 10G23_G2FN + IgG23_G2FS + IgG23_G1FNS + [gG23_G2RFN§G23_G2FS2)
(1/2 x (19G23_G1 + 1gG23_G1F + 1gG23_G1FN + IgG23FS + IgG23_G1FNS) +
Galaktozilacija po (19G23_G2 + 1gG23_G2F + IgG21/3_G2$ +19G23_G2FN@28_G2FS +
19G23_A2G anteni diantenarnih IgG23_G2FNS + 1gG23_G2FS2)) / (IgG23_G0 + IgG23_GUFG23_G1 +
— ogoouu likana oo laG23 1gG23_G1F +1gG23_G2 + IgG23_GOFN + IgG23_G2F +28GG1FN +
9 9 10G23_G1FS + 1gG23_G2S + 1gG23_G2FN + IgG23_G2R§E23_G1FNS +
1gG23_G2FNS + IgG23_G2FS2)
(1/2 x (IgG23_G1FS + 1gG23_G2S + IgG23_G2FS + IgGRBFNS +
0-2x Sijalinizacija po anteni 19G23_G2FNS) + (19G23_G2FS2)) / (19G23_GO0 + IgG28FG 19G23_G1 +
19G23_A2S 05 % un diantenarnih glikana ng 19G23_G1F +19gG23_G2 + IgG23_GOFN + IgG23_G2F +28GG1FN +
‘ 19G23 10G23_G1FS + 1gG23_G2S + 1gG23_G2FN + IgG23_G2R§E23_G1FNS +
1gG23_G2FNS + IgG23_G2FS2)
0-2x Sijalinizacija po
19G23_A2GS galaktozi diantenarnih 19G23_A2S /1gG23_A2G
*{\,H::/,,. glikana na 19G23
Udio agalaktoziliranih
19G4_agal aeout glikana na 1gGA 1gG4_GOF + IgG4_GOFN
’ o Udio digalaktoziliranih
C
19G4_digal ::).—I—; glikana na lgGa 10G4_G2F + IgG4_G2FN + IgG4_G2FS + IgG4_G2FNS +4gG2FS2
Udio
19G4_monogal o | v monogalaktoziliranih 1gG4_G1F + 1gG4_G1FS + IgG4_G1FN + 1gG4_G1FNS
moeus glikana na IgG4
0-2x Udio sijaliniziranih
1gG4_sial 0 S IgG4_G1FS + 1gG4_G2FS + IgG4_G1FNS + IgG4_G2FN§G4 _G2FS2
lo v glikana na 1gG4
A=t T
0_2 Udio struktura s
_2x o
N_acgfi’fﬂfg'zrgmmm (IgG4_GOFN + IgG4_G1FN + IgG4_G2FN + IgG4_G1FNSy&#_G2FNS) /
IgG4_A2FB iy fuiozi”ranim (I9G4_GOF + IgG4_G1F + IgG4_G2F + IgG4_G1FS + IgGAEN + IgG4_G1FN +
wome,un Siantenarnim IgG4_G2FN + IgG4_G2FS + IgG4_G1FNS + IgG4_G2FN§GA_G2FS2)

glikanima na IgG4
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Galaktozilacija po (1/2 x (IgG4_G1F + IgG4_G1FS + 1gG4_G1FN + IgG4_GS§ + (IgG4_G2F +
0G4 A2FG }j._:)_.; anteni fukoziliranih 19G4_G2FN + 1gG4_G2FS + 1gG4_G2FNS + 1gG4_G2FS2y&4_GOF +
957 - diantenarnih glikana ng 19G4_G1F + IgG4_G2F + IgG4_G1FS + IgG4_GOFN + IgG4FN + IgG4_G2FN +
IgG4 1gG4_G2FS + 1gG4_G1FNS + IgG4_G2FNS + IgG4_G2FS2)
Sijalinizacija po anteni (2/2 x (1gG4_G1FS + 1gG4_G2FS + 1gG4_G1FNS + IgG2FERS) +
0G4 A2FS 0-2x fukoziliranih (lgG4_G2FS2)) / (IgG4_GOF + IgG4_G1F + IgG4_G2FRy&4_G1FS + 1gG4_GOFN
95 g diantenarnih glikana ng +1gG4_G1FN + 1gG4_G2FN + IgG4_G2FS + IgG4_G1FN§@4_G2FNS +
“lontent IgG4 IgG4_G2FS2)
0-2x Sijalinizacija po
galaktozi fukoziliranih
19G4_A2FGS o |o-m 1 diantenarnih glikana ng 1gG4_A2S /1gG4_A2G
laeen 1gG4

Derivirana svojstva daju informacije o glikozilagjoput galaktozilacije, fukozilacije,
sijalinizacije i r&vajuceg GIcNAc-a, a predstavljaju udio agalaktoziliranifagal),
monogalaktoziliranih (monogal), digalaktoziliranftigal) i sijaliniziranih (sial) struktura u
ukupnim IgG1, 19G23 i IgG4 glikopeptidima te udigkbziliranih (A2F) struktura, struktura s
racvajutim GIcNAc-om (A2B), udio sijalinizacije (A2S) i gaktozilacije (A2G) po anteni
diantenarnih glikana kao i udio sijalinizacije palaktozi diantenarnih glikana ukupnih IgG1 i
IgG23 glikopeptida (Tablica 2.3.5.3 i Tablica 2.3)5 Derivirano svojstvo A2F nije
izratunato za 1gG4 jer su kod 1gG4 detektirane samod4ilikane glikoforme. Umjesto A2B,
za 1gG4 je izraunat udio struktura s ¢gajucim GIcNAc-om na fukoziliranim diantenarnim
glikanima (A2FB).

2.3.6. Statisti’ka analiza

Prije statistéke analize podataka programskim jezikom R (verzijal3.Beg, Austrija),
za svaku pojedirkau glikoformu, provedena je normalizacija ukupnergme ispod krivulje
specifine za IgG potklasu. Normalizirani direktno mjerghkopeptidi i derivirana svojstva
su log-transformirani zbog zakrivljenosti njihovehstribucija u desno i efekta serije (eng.
batch koji se umnaZza, a predstavlja tefimiuvjetovanu varijaciju kod manipulacije uzorcima
i analize, u naSem sigju to je polozaj uzorka na pojedinoj fild. Korekcija efekta serije je
provedena na log-transformiranim direktno mjereglikopeptidima i deriviranim svojstvima
ComBat metodom®® Iz daljnje analize su bila iskiena mjerenja s devijacijom > 5 SD u
odnosu na srednju vrijednost. Visoka ponovljivdgtazilacijskih profila pozitivnih kontrola
tijekom mjerenja, govori u prilog kvalitete podasalNakon korekcije efekta serije, pozitivha
kontrola- plazma standard (N=114) pokazala je maediglativnih standardnih devijacija od
13,2 % za sve IgG1 glikoforme, 15,8 % za IgG23 glkme i 13,4 % za IgG4 glikoforme
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(Slika 2.3.6)** Prije daljnje analize, izmjereni glikani su stardizirani na srednju vrijednost
nula i standardnu devijaciju (SD) 1. Procijenjemnjeri izgleda (eng.odds ratio, OR)
razlicitih glikana su usporedivi zbog upotrebe standamalizh varijabli koje imaju

standardiziranu varijancu te OR uvijek odgovarajpngeni jedne SD.

Plazma standard (N=114)
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Slika 2.3.6 Ponovljivost metode. Relativhe zastupljenosti igtgtanih IgG1l (A), 1gG23 (B) i 1gG4 (C)
glikoformi u plazma standardu (N=114). Prikazanesjgne relativne zastupljenosti i standardne devijasijé

tehnizkih replikata pokazuju visoku ponoviljivost tijekamjerenja, prilagdeno iz Simurina et al, 2078

Linearnim regresijskim modelom (ANCOVA), procijenjge utjecaj efekata dobi i spola na
izmjerene glikopeptide u kontrolnoj skupini (Takli2.3.6)?%>.

Tablica 2.3.6Utjecaj dobi i spola na mjerenja glikopeptidakBran je utjecaj dobi i spola na glikanska svojstva
glikopeptida lgG-a: agalaktozilaciju (agal), monlkaddozilaciju (monogal), digalaktozilaciju (digal)
sijalinizaciju (sial) u kontrolonj skupini, dobivdimearnim regresijskim modelima (ANCOVA). P vrijeaisti su
prilagaiene na viSestruko testiranje uz5 % (prilaga@ena P vrijednost). Statigki znatajne vrijednosti su

prikazane masno otisnute, prilagmo iz Simurina et al, 2028

oS | ovmere | » | SumEd | SHGER | pupen | Tl
IgG1_agal Dob 0,038 424 0,003 2,88E-13|  1,73E-12
IgGL_digal Dob -0,037 424 0,003 1,68E-12 |  6,30E-12
IgG1_monogal Dob 0,028 424 0,003 1,28E+00 1,54E+00
IgG1_sial Dob -0,030 424 0,003 6,25E-04 |  9,38E-04
IgG23_agal Dob 0,039 405 0,003 2,49E-14 |  2,98E-13
IgG23_digal Dob -0,038 405 0,003 2,10E-12 |  6,30E-12
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1gG23_monogal Dob -0,033 405 0,003 3,14E-05 |  5,39E-05
IgG23_sial Dob 20,025 405 0,004 3,56E+02 3,56E+02
IgG4_agal Dob 0,038 388 0,003 3,12E-11|  7,49E-12
IgG4_digal Dob -0,038 388 0,003 6,22E-11 |  1,24E-12
IgG4_monogal Dob - 0,032 388 0,004 8,60E-04 | 1,16E-03
19G4_sial Dob - 0,029 388 0,004 4,90E+00 5,35E+00
I9G1_agal spol 0,202 424 0,089 2,35E-02 |  4,03E-02
I9G1_digal spol -0,371 424 0,089 3,30E+09|  2,82E-04
lgG1_monogal Spol 0,163 424 0,095 8,70E-02 1,04E-01
1gG1_sial Spol -0,316 424 0,093 7,15E-04 |  2,86E-03
1gG23_agal Spol 0,242 405 0,090 7,28E-03 |  1,53E-02
19G23_digal spol -0,370 405 0,090 4,70E4+07|  2,82E-04
19G23_monogal Spol 0,008 405 0,095 9,37E-01 9,37E-01
1gG23_sial Spol -0,325 405 0,099 9,90E-04 | 2,97E-03
I9G4_agal spol 0,039 388 0,093 6,71E-01 7,32E-01
19G4_digal spol - 0,248 388 0,093 7,66E-03 | 1,53E-02
lgG4_monogal Spol 0,204 388 0,097 3,48E-02 5,22E-02
IgG4_sial Spol -0,176 388 0,099 7,60E-02 1,01E-01

Povezanost izn@l pojedinih skupina (UC i HC, CD i HC te UC i CDJ}iikana te
povezanost unutar skupine, izdoeklinickin obiljezja bolesti i glikana su ispitane logégim
regresijskim modelom uz dob i spol kao dodatne Kfata. Kod ulceroznog kolitisa od
klini¢kih obiljezja prema Montreal klasifikaciji analiaime su: lokacija, trajanje bolesti i
operacija. S obzirom kako lokacija UC-a govori pmgresiji same bolesti, promatrali smo
razlike izmeu E1 (zavrsSni dio debelog crijeva) | E2 (lijevaasia debelog crijeva) naspram
E3 (cijelo debelo crijevo). U CD-u analizirane sterpa Montreal klasifikaciji: lokacija,
ponaSanje, trajanje bolesti i operacija. Kod pongsal CD-u je promatrana B2 (suzava)

i B3 (perforirajita) naspram Bl (upalna). Lokacija CD-a je analiar&roz razlike izméu
L1 (terminalni ileum) naspram L2 (debelo crijevd)l naspram L3 (ileum i debelo crijevo).
Grankina vrijednost od 5 godina nakon postavljanja digeagnje uzeta kako bi se UC i CD

Mirna Simurina Doktorska disertacija




8 2. Ispitanici, materijali i metode 54

pacijenti svrstali u dvije grupe na kojima je amaéino trajanje bolesti. U analizi utjecaja
lijekova kod CD-a i UC-a, pacijenti tretirani stetiona (trefi po jakosti) uspordvani su s
pacijentima samo na mesalazigetyrti po jakosti) te su pacijenti tretirani antNIF-om (prvi
po jakosti) uspoidvani S onima na azatioprinu i 6-merkaptopurinu AA@MP, drugi po
jakosti). Vjerojatnost laznog odbacivanja (eniglse discovery rate-DR) je kontrolirana
Benjamini-Hochberg metodom uz=0,05. SveP vrijednosti su prilagéene na viSestruko
testiranje.

Za predvianje statusa bolesti upotrebljen je logdisti(elastétna mreza) regresijski
model (R paketglmnet?®). Klasifikacija je napravljena s direktno mjerengiikopeptidima
kao prediktorima. Prije same analize, parametriulegje elastine mreze i A) su
namjesSteni na 200 UC i 200 CD uzoraka te su seljnj@jaklasifikaciji koristili (a =0,
A=0,0001). Napravljena su tri modela: UC naspram @0,naspram HC i UC naspram CD
uz dob, spol i izmjerene glikopeptide kao predigtoKlasifikacija nije provedena na svim
uzorcima vé na dijelu koji je imao podudarne uzorke pod dobpolu. Kako bi procijenili
prediktivne modele na temelju pojedénéh glikoformi, koriSteno je 10 postupaka unakrsne
validacije (engcross validatioh koji su spojeni u jedan na temelju kojeg je pergien svaki

model prema povrsSini ispod krivulje (erayea under curveAUC).
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§ 3. REZULTATI

Metodom nanoLC-MS analizirane su IgG Fc-glikoformpe potklasama na 2 357
uzoraka (N=1 056 UC, N=874 CD i N=427 HC). Detaljnormacije o IBD pacijentima i

zdravim kontrolama navedene su u Tablici 2.1.

3.1. Razlike u Fc-glikozilaciji imunoglobulina G izmedu pacijenata
oboljelih od Crohnove bolesti, ulceroznog kolitisa kontrolne skupine

Logistickom regresijom izméu skupina: UC i HC, CD i HC te UC i CD ispitanika,
zabiljeZene su statigki znatajne razlike kod weeg broja glikanskih svojstava (Tablica 3.1.1,

Slika 3.1.1 s detaljnijim prikazom u Tablicama 3-8.1.4§%.

Tablica 3.1.1Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i IBD-a, prilagdeno iz Simurina et al,
20187%°

HC vs. UC HC vs. CD UC vs. CD
Derivirano - & pril. P pril. P pril. P
svojstva s CIRIERB ) vrijednost CIRIERB E) vrijednost SRSl vrijednost
lgG1
Udio
I 1,29 1,69 1,23
IgG1_agal agalaktoziliranih . 8,9E-05 . 2,2E-13 o 3,9E-05
glikana (1,13-1,47) I (1,46 - 1,96) = (1,11-1,36)
Udio
IgG1_digal digalaktoziliranih o 8 o) | STE0 | o 20 | 27E12 | g o’ 7e) | BOELL
glikana ’ ' ’ ' ' ’
Udio
IgG1_monogal | monogalaktoziliranih © 601’6390 79) 5,4E-09 © 601’6390 79) 4,3E-08 © 917’961 17) 2,0E-01
glikana ’ ' ’ ' ' ’
. Udio sijaliniziranih 1,05 0,81 0,78
lgG1_sial glikana ©093-120 | HEOL 1 070-092) | L4E03 | (071.087) | 1OE06
Udio struktura s
ragvajucim N-
IgG1_A2B acetilglukozaminom | o o9 75 | 35E08 | g o9 0z | L4EOL | o2 35 | L8E0S
na diantenarnim ’ ' ’ ' ' ’
glikanima
Udio struktura s
fukozom na 0,93 1,27 1,36
lgG1_A2F diantenarnim 082-104) | 2EOT | g7 144y | 22804 | (1937151 | BOELO
glikanima
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Galaktozilacija po
S . 0,81 0,59 0,77
IgG1_A2G Sl?lg?]ladlantenarmh (071 -0,92) 1,5E-03 (0,51 - 0,69) 3.2E-13 (0,69 - 0,85) 2,5E-07
Sijalinizacija po
Lo . 1,04 0,78 0,77
IgG1_A2S gl?lizr:adlantenarmh (0,92 - 1,18) 5,1E-01 (0,68 - 0,90) 3.2E-04 (0,70 - 0,85) 3,7E-07
Sijalinizacija po
. 1,33 1,15 0,85
IgG1_A2GS gﬂﬁlt(é?mgrnih dlikana (1,18 - 1,51) 3,6E-06 (1,01 - 1,30) 3,1E-02 (0,77 - 0,94) 1,1E-03
19G23
Udio
T 1,30 2,76 2,11
IgG23_agal 33;;!202|I|ran|h (1,14 - 1,50) 1,3E-04 (2,31 - 3,29) 1,7E-37 (187 - 2,37) 1.2E-40
Udio
. ) e 0,82 0,41 0,49
19gG23_digal g;ﬁgﬁgtoznlramh (0,71 - 0,94) 3,7E-03 (0,35 - 0,48) 2,2E-31 (0,43 - 0,55) 1,0E-36
Udio
I 0,77 0,39 0,54
IgG23_monogal g:itl)(r;cr)]%alaktozmramh (0,67 - 0.87) 4,1E-05 (0,32 - 0,46) 8,5E-34 (0,48 - 0,60) 82E-32
. Udio sijaliniziranih 0,87 0,53 0,58
l9G23_sial glikana ©076-099) | 2902 | 46061 | S8E20 | (052-064) | LOE24
Udio struktura s
ragvajucim N-
i . 0,62 0,91 1,34
1gG23_A2B ﬁgectlligrl::gr?;?r:?rlr?om (0,55 - 0,71) 3,2E-13 (0,80 - 1,05) 1,9E-01 (1,21 - 1,48) 8,2E-09
glikanima
Udio struktura s
fukozom na 0,72 1,12 1,57
19623 A2F | giantenamim ©063-082) | 22EY | 099-127) | "OF02 | (141.174) | LOEL8
glikanima
Galaktozilacija po
L . 0,79 0,38 0,47
IgG23_A2G gl?lizr:adlantenarmh (0,68 - 0,90) 53E-04 (0,32 - 0,45) 1,9E-35 (0,42 - 0,53) 4,1E-40
Sijalinizacija po
Lo . 0,86 0,52 0,57
19G23_A2S 3Iri1lizrr1:ad|antenarmh (0,76 - 0,98) 2,3E-02 (0,45 - 0,60) 5,7E-21 (0,51 - 0,64) 2,4E-25
Sijalinizacija po
. 1,02 1,19 111
lgG23_A2GS ggﬁgﬁgrmh giana | ©90-1.14) 8,0E-01 (1,05-135) | 76E03 (1,01-122) | 29E02
1gG4
Udio
T 1,30 2,16 1,62
IgG4_agal 3ﬁs;ilgozmranlh (1,13 - 1,48) 1,2E-04 (1,84 - 2,54) 2,3E-24 (1,46 - 1,80) 3,7E-20
Udio
. : I 0,89 0,53 0,60
IgG4_digal g;ic‘lyglﬁlgtoznwamh (0,78 - 1,01) 7,9E-02 (0,46 - 0,61) 2,8E-18 (0,53 - 0,67) 14E-21
Udio
I 0,69 0,45 0,68
IgG4_monogal g:i(l)(gcr)%alaktoznhramh (0,60 - 0,79) 2,0E-08 (0,38 - 0,53) 7.9E-26 (0,62 - 0,76) 6,9E-14
. Udio sijaliniziranih 1,01 0,68 0,66
IgG4_sial glikana ©089-114) | 22F01 | (0s9-.078) | 22E08 | (060.074) | SOEIS
Udio struktura s
racvajucim N-
acetilglukozaminom 0,79 0,84 0,97
19G4_A2FB | ha fukoziliranim ©070-090) | 25E04 | 973.096) | 1ED2 | (0gg.108) | O
diantenarnim
glikanima
Galaktozilacija po
. o 0,81 0,48 0,61
19G4_A2FG anteni fukoziliranih (0,71 - 0,92) 1,5E-03 (0,41 - 0,57) 2,2E-22 (0,55 - 0,68) 5,4E-21

diantenarnih glikana
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Sijalinizacija po
: A 1,03 0,70 0,67

IgG4_A2FS anteni fukoziliranih (0,90 - 1,17) 6,8E-01 (0,61 - 0,80) 1,3E-07 (0,60 - 0,74) 8,5E-15
diantenarnih glikana
Sijalinizacija po
galaktozi 1,38 ) 1,39 ) 1,00 )

I9G4_AZFGS | fkoz0liranih @21-157) | 8SE07 | 122 160) | LZEDT | (090-110) | P3EOL
diantenarnih glikana

& Derivirana glikozilacijska svojstva su iztmata kao $to je opisano u tablici 2.3.5.4

® Analiza razlika izméu HC-a i UC-a (HC=0, UC=1), HC-a i CD-a (HC=0, CD=e izme&lu UC-a i CD-a
(UC=0, CD=1) provedena je logigtiom regresijom uz dob i spol kao kovarijate.

¢ Prikazani su omijeri izgleda (OR) uz interval poazasti (engconfidence intervalCl) od 95 %

4 Prilagaiene, statistki znasajne P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon ko na visestruko testiranje
otisnute su masna£5%)

Tablica 3.1.2Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i UC-a. Analiza razlika iznda HC-a i
UC-a (HC=0, UC=1) provedena je logibm regresijom uz dob i spol kao kovarijate. Préa@izsu omijeri
izgleda (OR) uz interval pouzdanosti (Cl) od 95Pwrijednsti te prilagdene P vrijednosti (pril. P vrijednost)
nakon Kkorekcije na viSestruko testiranje=%%). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti otisnute su
masno. Derivirana glikozilacijska svojstva su &maata kao Sto je opisano u tablici 2.3.5.4., pamo iz
Simurina et al, 201&>

D:Jgglsralr:)o O Sl vrijecFi)nost vrijperg'n(l)ast
lgG1_A2B 0,69 (0,61 - 0,78) 3,47E-09  4,78E-08
IgG1_A2F 0,93 (0,82 -1,04) 2,12E-01 2,76E-01
IgG1_A2G 0,81 (0,71 -0,92) 1,45E-03 2,95E-03
lgG1_A2GS 1,33 (1,18 - 1,51) 3,58E-06  1,37E-05
IgG1_A2S 1,04 (0,92 -1,18) 5,09E-01 5,95E-01
lgG1_agal 1,29 (1,13 - 1,47) 8,85E-09  2,55E-04
IgG1_digal 0,88 (0,77 - 1,00) 5,71E-02 7,88E-02
IgG1_monogal 0,69 (0,61 -0,79) 5,42E-09 5,34E-08
IgG1_sial 1,05 (0,93 -1,20) 4,12E-01 4,99E-01
IgG23_A2B 0,62 (0,55-0,71) 3,25E-13 7,47E-12
IgG23_A2F 0,72 (0,63 -0,82) 3,22E-07 1,71E-06
19G23_A2G 0,79 (0,68 - 0,90) 5,30E-04 1,14E-03
1gG23_A2GS 1,02 (0,90-1,14) 8,03E-01 8,57E-01
19G23_A2S 0,86 (0,76 - 0,98) 2,31E-02 3,55E-02
19G23_agal 1,3 (1,14 - 1,50) 1,29E-04 3,43E-04
1gG23_digal 0,82 (0,71 -0,94) 3,69E-03 6,88E-03
IgG23_monogal 0,77 (0,67 - 0,87) 4,15E-05 1,43E-04
1gG23_sial 0,87 (0,76 - 0,99) 2,89E-02 4,34E-02
IgG4_A2FB 0,79 (0,70 - 0,90) 3,48E-04 8,01E-04
19G4_A2FG 0,81 (0,71 -0,92) 1,54E-03 3,04E-03
IgG4_A2FGS 1,38 (1,21 -1,57) 8,54E-07 3,47E-06

Mirna Simurina

Doktorska disertacija




§ 3. Rezultati 58

IgG4_A2FS 1,03 (0,90 - 1,17) 6,84E-01 7,74E-01
IgG4_agal 1,3 (1,13 - 1,48) 1,15E-04,  3,19E-04

IgG4_digal 0,89 (0,78 - 1,01) 7,91E-02 1,05E-01
IlgG4_monogal | 0,69 (0,60 - 0,79) 2,04E-08  1,56E-07

19G4_sial 1,01 (0,89 - 1,14) 9,22E-01 9,23E-01

Tablica 3.1.3Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i CD-a. Analiza razlika izrda HC-a i
CD-a (HC=0, CD=1) provedena je logiétbm regresijom uz dob i spol kao kovarijate. Préaizsu omijeri
izgleda (OR) uz interval pouzdanosti (Cl) od 95Pwvrijednsti te prilagdene P vrijednosti (pril. P vrijednost)
nakon korekcije na viSestruko testiranpe=%%). Prilagdene, statistki znaiajne P vrijednosti otisnute su
masno. Derivirana glikozilacijska svojstva su &énaata kao Sto je opisano u tablici 2.3.5.4, pritegm iz
Simurina et al, 2018°

Ds\;'c\)/j'sr?/rz)o OR 95% ClI P vrijednost vri?encli.ncljst
IgG1_A2B 0,91 (0,79 - 1,03) 1,42E-01 1,47E-01
IgG1_A2F 1,27 (1,12 -1,44) 2,16E-04 3,55E-04
1gG1_A2G 0,59 (0,51 - 0,69) 3,15E-13 7,77TE-13
IgG1_A2GS 1,15 (1,01-1,30) 3,14E-02 3,55E-02
IgG1_A2S 0,78 (0,68 - 0,90) 3,20E-04 4,69E-04
IgG1_agal 1,69 (1,46 - 1,96) 2,23E-13 5,70E-13
IgG1_digal 0,61 (0,52 - 0,70) 2,71E-12 6,45E-12
IlgG1_monogal 0,69 (0,61 -0,79) 4,29E-08 8,70E-08
IgG1_sial 0,81 (0,70-0,92) 1,42E-03 1,89E-03
19G23_A2B 0,91 (0,80 - 1,05) 1,89E-01 1,92E-01
19G23_A2F 1,12 (0,99 - 1,27) 7,51E-02 7,97E-02
IgG23_A2G 0,38 (0,32-0,45) 1,90E-35 4,37E-34
19G23_A2GS 1,19 (1,05 -1,35) 7,58E-03 9,51E-03
IgG23_A2S 0,52 (0,45 - 0,60) 5,68E-21 2,61E-20
1gG23_agal 2,76 (2,31 - 3,29) 1,71E-37 5,90E-36
lgG23_digal 0,41 (0,35 - 0,48) 2,17E-31 2,99E-30
IgG23_monogal 0,39 (0,32-0,46) 8,46E-34 1,46E-32
1gG23_sial 0,53 (0,46 - 0,61) 6,85E-20 2,95E-19
lgG4_A2FB 0,84 (0,73 - 0,96) 1,12E-02 1,35E-02
IgG4_A2FG 0,48 (0,41 -0,57) 2,19E-22 1,26E-21
IgG4_A2FGS 1,39 (1,22 - 1,60) 7,23E-07 1,31E-06
1gG4_A2FS 0,7 (0,61 - 0,80) 1,33E-07 2,62E-07
IgG4_agal 2,16 (1,84 - 2,54) 2,32E-24 1,60E-23
IgG4_digal 0,53 (0,46 - 0,61) 2,83E-18 1,03E-17
IlgG4_monogal 0,45 (0,38 - 0,53) 7,90E-26 6,06E-25
IgG4_sial 0,68 (0,59 -0,78) 2,25E-08 4,70E-08
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Tablica 3.1.4Razlike u deriviranim 1gG Fc-glikozilacijskim swaavima izmdu UC-a i CD-a. Analiza razlika
izmeaiu UC-a i CD-a (UC=0, CD=1) provedena je logiktim regresijom uz dob i spol kao kovarijate. Priaiz
su omijeri izgleda (OR) uz interval pouzdanosti (Gd) 95 %, P vrijednsti te prilagene P vrijednosti (pril. P
vrijednost) nakon korekcije na viSestruko testiearfj=5%). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti
otisnute su masno. Derivirana glikozilacijska st@ssu izrgunata kao Sto je opisano u tablici 2.3.5.4.,
prilagadeno iz Simurina et al, 2078

DSG\:IC\)/J'ISYRFLO Ol el vrijegnost vri?encli.nopst
IgG1_A2B 1,22 (1,11 -1,35) 7,85E-05 9,68E-05
IgG1l A2F 1,36 (1,23 -1,51) 6,01E-10 1,22E-09
IgG1_A2G 0,77 (0,69 - 0,85) 2,54E-07 4,28E-07
IgG1l_A2GS 0,85 (0,77 -0,94) 1,11E-03 1,32E-03
IgG1l _A2S 0,77 (0,70 - 0,85) 3,68E-07 6,05E-07
IgG1_agal 1,23 (1,11 - 1,36) 3,94E-05 5,13E-05
IgG1_digal 0,71 (0,64 - 0,79) 8,01E-11 1,67E-10
IgG1 monogal 1,06 (0,97 -1,17) 2,00E-01 2,06E-01
IgG1_sial 0,78 (0,71 -0,87) 1,47E-06 2,20E-06
1gG23 A2B 1,34 (1,21 -1,48) 8,19E-09 1,57E-08
1gG23_A2F 1,57 (1,41-1,74) 1,60E-18 6,14E-18
1gG23 A2G 0,47 (0,42 - 0,53) 4,07E-4(Q 1,40E-38
1gG23_A2GS 1,11 (1,01-1,22) 2,94E-02 3,28E-02
IgG23 A2S 0,57 (0,51 -0,64) 2,41E-25 1,85E-24
IgG23_agal 2,11 (1,87 - 2,37) 1,18E-40 8,14E-39
IgG23 digal 0,49 (0,43 - 0,55) 9,96E-37 2,29E-35
IgG23 _monogal 0,54 (0,48 - 0,60) 8,23E-32 1,14E-30
IgG23_sial 0,58 (0,52 - 0,64) 1,05E-24 7,21E-24
IgG4_A2FB 0,97 (0,88 - 1,08) 5,94E-01 6,02E-01
IgG4_A2FG 0,61 (0,55 - 0,68) 5,36E-21 2,85E-20
IgG4_A2FGS 1 (0,90 - 1,10) 9,30E-01 9,30E-01
IgG4_A2FS 0,67 (0,60 - 0,74) 8,54E-15 2,68E-14
IgG4_agal 1,62 (1,46 - 1,80) 3,65E-20 1,68E-19
IgG4_digal 0,6 (0,53 -0,67) 1,38E-21 7,92E-21
IgG4 monogal 0,68 (0,62 - 0,76) 6,92E-14 1,91E-13
IgG4_sial 0,66 (0,60 - 0,74) 3,02E-15 9,93E-15

Mirna Simurina Doktorska disertacija




§ 3. Rezultati 60

i agal | monogal [ | digal |
804 " | 50- :
. 40
il
607 i i | 40+ 304
1 £
~ 404 ao4 ‘il 20 h
g Pﬂ EoH (40
= 207 | 20- sy i |
o Bolest/Skupina
- . EAHC
- + | 1004 | |. 3 B8 CD
ot 201 —bv i .
R 130
il H
154 | 904 5
T
1D_’ m : : |
804 i, I
e [
91 i ' =k ‘m-
T L T I T : T T T T * T
s 8 3 s 8§ & 5 § B
2§ = % B .
IgG potklasa

Slika 3.1.1Razlike u deriviranim 1gG Fc-glikozilacijskim swayima izmeu HC-a, UC-a i CD-a po potklasama.
Prikazani su dijagrami pravokutnika (engoX pri ¢emu svaki predstavlja interkvartilini raspon (eng.
interquartile range,IQR) od 25.-75. percentila, linije unutar pravokiénkoje predstavljaju medijan te linije
koje odreuju granice pravokutnika (engwhisker$, a predstavijaju najnizu i najviSu vrijednost tamu
pravokutnika + 1.5 x IQR. Derivirana glikozilacigksvojstva: agalaktozilacija (agal, udio agalaki@ziih
glkana), monogalaktozilacija (monogal, udio monagtzilirnih glikana), digalaktozilacija (digal, iod
digalaktoziliranih glikana), sijalinizacija (sialidio sijaliniziranih glikana), A2F (udio struktusafukozom na
diantenarnim glikanima), A2B (udio struktura gvaju¢im N-acetilglukozaminom na diantenarnim glikanima) i
A2FB za IgG4 (udio struktura s deajutim N-acetilglukozaminom na fukoziliranim diantenarnigGi4
glikanima) navedena su u tablicama 2.3.5.3-2.3.5.4jihove glikoforme u tablici 2.3.5.2. Analizaztika u
glikozilacijskim svojstvima izméu UC-a i HC-a, CD-a i HC-a te UC-a i CD-a, provedgr logistékim
regresijskim modelom uz dob i spol kao dodatne kata (tablice 3.1.1-3.1.4), prilageno iz Simurina et al,
2018%°

Kod CD-a i UC-a naspram HC-a, dolazi do porastalakt@eiliranih te pada
monogalaktoziliranih i digalaktoziliranih 1gG glikeptida (nije zné&jno za 1gG1 i IgG4 kod
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UC-a). Sve su IgG potklase imale nizu galaktozila@h2G) kod CD-a naspram UC-a. S CD-
om je povezana i smanjena sijalinizacija. Sijalcifa po galaktozi diantenarnih glikana
(A2GS) se powveala ili se nije promijenila kod bolesti (Tablicel3l-3.1.3). ZabiljeZzena je
povezanost fukoziliranih IgG glikopeptida (A2F) draienim potklasama i bolestima. Porast
A2F-a se povezuje s CD-om kod IgG1 dok se pad Apbsvezuje s UC-om kod 1gG23, a u
usporedbi CD-a naspram UC-a, IgG1 i 1gG23 A2F rastk CD-a. Kod CD-a i UC-a, A2FB
IgG4 pada u usporedbi sa zdravim kontrolama (Tat8id.1-3.1.3). A2B je bio nizi kod UC-
a naspram HC-a, u svim potklasama dok su IgG1 RP&@2B bili viSi kod CD-a naspram
UC-a. Rezultati za individualne IgG glikoforme stikpzani u Tablicama 3.1.5-3.1.7, i na
Slici 3.1.2%%

Tablica 3.1.5Povezanost IgG Fc-glikana i UC-a. Razlike idmédiC-a i UC-a (HC=0, UC=1), analizirane su
logistickom regresijom uz dob i spol kao dodatne kovarij@gkazani su omjeri izgleda (OR) uz interval
pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijednosti te prildgoe P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korgkma
viSestruko testiranjenE5%). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. 8&ra imena
glikana opisana su u tablici 2.3.5.2., prildgno iz Simurina et al, 2078

Glikan OR 95% Cl P vrijednost wij?g'c:'ngst
IgG1_GO NA (NA - NA) NA NA
IgG1_GOF 1,47 (1,28 - 1,68) 455E-00]  5.24E-08
IgG1_GOFN 0,85 (0,75 - 0,96) 8,67E-03]  1,46E-02
IgG1 G1 1,04 (0,92 - 1,17) 5,35E-01 6,15E-01
IgG1_G1F 0,76 (0,67 - 0,86) 8,80E-06]  3,20E-05
IgG1_G1FN 0,68 (0,60 - 0,77) 2,03E-10|  3,50E-09
IgG1 G1FS 1,08 (0,96 - 1,21) 2 19E-01 2,80E-01
IgG1_GIN 1,02 (0,91 - 1,15) 7,33E-01 8,02E-01
IgG1_G1S 1,17 (1,04 - 1,32) 6,98£-03]  1,20E-02
IgG1_G2 1,12 (0,99 - 1,27) 7,46E-02 1,01E-01
IgG1_G2F 0,79 (0,69 - 0,90) 3,11E-04|  7.41E-04
IgG1 G2FN 0,73 (0,64 - 0,82) 253E-07|  1,45E-06
IgGL G2FNS | 0,99 (0,88 - 1,11) 8,08E-01 8,57E-01
IgG1 G2FS 1,01 (0,89 - 1,15) 8,87E-01 9,14E-01
IgG1 G2FS2 | 0,98 (0,87 - 1,11) 7,25E-01 8,02E-01
IgG1_G2S 1,19 (1,05 - 1,36) 5,68E-03]  1,01E-02
IgG1 M5G1S1F | 1,04 (0,93 - 1,17) 4,98E-01 5,92E-01
1gG23_GO 1,42 (1,24 - 1,63) 0,62E-08]  6,03E-07
1gG23_GOF 1,4 (1,23 - 1,61) 596E-07|  2,57E-06
IgG23 GOFN | 0,78 (0,69 - 0,89) 2,36E-04|  5,81E-04
19G23_G1 1,46 (1,27 - 1,67) 1,056-08]  9,02E-08
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IgG23_G1F 0,84 (0,74 - 0,95) 4,70E-03|  8,54E-03
IgG23_G1FN 0,59 (0,52 - 0,67) 6,28E-17|  4,33E-15
IgG23_G1FNS | 1,16 (1,02 - 1,31) 2,24E-02|  3,55E-02
I9G23_G1FS 0,78 (0,69 - 0,88) 4,78E-05|  1,57E-04
19G23_G2 1,18 (1,04 - 1,34) 9,43E-03|  1,55E-02
IgG23_G2F 0,76 (0,66 - 0,87) 5,99E-05|  1,80E-04
IgG23_G2FN 0,61 (0,53 - 0,70) 6,59E-14|  2,27E-12
IgG23_G2FNS | 0,87 (0,77 - 0,98) 2,27E-02|  3,55E-02
19G23_G2FS 0,88 (0,77 - 1,00) 5,49E-02 7,73E-02
IgG23_G2FS2 0,88 (0,78 - 1,00) 5,39E-02 7,73E-02
IgG23_G2S 1,24 (1,09 - 1,42) 9,49E-04|  1,99E-03
IgG23 M5G1S1F| 1,28 (1,12 - 1,46) 1,61E-04|  4,11E-04
IgG4 GOF 1,45 (1,26 - 1,66) 4,35E-08|  3,00E-07
IgG4_GOFN 0,93 (0,82 - 1,05) 2,55E-01 3,21E-01
IgG4_G1F 0,76 (0,67 - 0,87) 5,64E-05|  1,77E-04
IgG4_G1FN 0,73 (0,64 - 0,82) 4,44E-07|  2,19E-06
IgG4_G1FNS 0,74 (0,65 - 0,83) 593E-07|  2,57E-06
IgG4_G1FS 0,99 (0,88 - 1,12) 9,23E-01 9,23E-01
IgG4_G2F 0,82 (0,72 - 0,94) 3,52E-03|  6,74E-03
IgG4_G2FN 0,8 (0,70 - 0,90) 3,88E-04|  8,63E-04
IgG4_G2FNS 0,95 (0,84 - 1,07) 4,10E-01 4,99E-01
IgG4_G2FS 1,01 (0,89 - 1,16) 8,27E-01 8,64E-01
IgG4_G2FS2 1,14 (1,00 - 1,29) 4,75E-02 6,98E-02

Tablica 3.1.6Povezanost IgG Fc-glikana i CD-a. Razlike idmédC-a i CD-a (HC=0, CD=1), analizirane su
logistickom regresijom uz dob i spol kao dodatne kovarijgkazani su omjeri izgleda (OR) uz interval
pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijednosti te prildgoe P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korgkma
viSestruko testiranjenE5%). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. 8&ra imena

glikana opisana su u tablici 2.3.5.2., prildgno iz Simurina et al, 208>

Gl Ol b vrijecFi)nost vrijperg'n(l)ast
IgG1l GO NA (NA - NA) NA NA
IgG1l_GOF 1,86 (1,60 -2,17) 1,43E-17 4,94E-17
IgG1 GOFN 1,14 (1,00 - 1,31) 5,47E-02 5,90E-02
IgG1l G1 0,8 (0,70 - 0,90) 2,86E-04 4,40E-04
IgGl G1F 0,78 (0,68 - 0,89) 2,76E-04 4,40E-04
IgG1l G1FN 0,87 (0,77 - 0,99) 3,50E-02 3,90E-02
IgG1l_G1FS 141 (1,23 -1,61) 2,01E-07 3,86E-07
IgG1l GIN 0,82 (0,72 - 0,93) 1,56E-03 2,03E-03
IgGl1_G1S 0,86 (0,76 - 0,97) 1,75E-02 2,04E-02
IgGl G2 0,79 (0,69 - 0,90) 2,90E-04 4,40E-04
IgG1l_G2F 0,56 (0,48 - 0,65) 1,56E-15 4,68E-15
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IgG1_G2FN 0,66 (0,57 - 0,75) 3,61E-10  8,31E-10
IgG1_G2FNS 0,88 (0,78 - 1,00) 4,64E-02 5,08E-02
IgG1_G2FS 0,78 (0,68 - 0,89) 2,93E-04  4,40E-04
IgG1_G2FS2 0,71 (0,63 - 0,81) 3,88E-07  7,23E-07
IgG1_G2S 0,84 (0,74 - 0,96) 8,34E-03  1,03E-02
IgG1 M5G1S1F | 0,81 (0,72-0,92) 7,19E-04  1,01E-03
19G23_GO 1,17 (1,03 - 1,34) 1,40E-02  1,66E-02
I9G23_GOF 2,86 (2,39 - 3,42) 3,67E-39  2,53E-37
19G23_GOFN 1,51 (1,30 - 1,74) 1,15E-08  2,48E-08
19G23_G1 0,91 (0,81 - 1,03) 1,42E-01 1,47E-01
I9G23_G1F 0,53 (0,46 - 0,62) 7,36E-19  2,99E-18
19G23_G1FN 0,51 (0,44 - 0,59) 1,84E-21]  9,77E-21
IgG23_G1FNS 1,76 (1,51 - 2,05) 9,19E-15  2,54E-14
19G23_G1FS 0,57 (0,50 - 0,66) 7,02E-17  2,20E-16
19G23_G2 0,76 (0,67 - 0,86) 1,26E-05  2,11E-05
19G23_G2F 0,42 (0,35 - 0,49) 1,52E-30  1,55E-29
19G23_G2FN 0,43 (0,37 - 0,50) 1,57E-30  1,55E-29
IgG23_G2FNS | 0,74 (0,65 - 0,84) 2,89E-0§  5,12E-06
19G23_G2FS 0,51 (0,44 - 0,59) 3,63E-21]  1,79E-20
I9G23_G2FS2 0,61 (0,53 - 0,70) 1,01E-13  2,68E-13
19G23_G2S 0,84 (0,74 - 0,95) 6,70E-03  8,56E-03
IgG23_M5G1S1F| 1,17 (1,02 - 1,33) 2,29E-02  2,63E-02
IgG4_GOF 2,46 (2,07 - 2,92) 1,88E-30  1,62E-29
IgG4 GOFN 1,26 (1,09 - 1,44) 1,23E-03  1,70E-03
IgG4_G1F 0,52 (0,45 - 0,61) 8,43E-19  3,23E-18
IgG4 G1FN 0,56 (0,49 - 0,66) 3,32E-19  9,55E-15
IgG4_G1FNS 0,79 (0,70 - 0,90) 3,49E-04  5,01E-04
IgG4_G1FS 0,81 (0,71-0,92) 1,37E-03  1,85E-03
IgG4 G2F 0,49 (0,42 - 0,57) 1,15E-29  7,23E-22
IgG4_G2FN 0,55 (0,47 - 0,63) 3,35E-17  1,10E-16
IgG4 G2FNS 0,75 (0,65 - 0,85) 1,14E-09  1,96E-05
IgG4_G2FS 0,65 (0,57 - 0,75) 9,50E-10  2,11E-09
IgG4_G2FS2 1,06 (0,93-1,21) 3,78E-01 3,78E-01
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Tablica 3.1.7Razlike u IgG Fc-glikanima izndet UC-a i CD-a. Razlike iznae UC-a i CD-a (UC=0, CD=1),
analizirane su logistkom regresijom uz dob i spol kao dodatne kovarijRigkazani su omjeri izgleda (OR) uz
interval pouzdanosti (CI) od 95 %, P vrijednostptdagaiene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korigkc
na viSestruko testiranjex¥5%). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. Skra

imena glikana opisana su u tablici 2.3.5.2, prittgm iz Simurina et al, 2078

Glikan OR 95% Cl P vrijednost wij?;'c:'ngst
IgG1_GO NA (NA - NA) NA NA
IgG1_GOF 1,19 (1,08 - 1,32) 4,28E-04|  5,18E-04
IgG1_GOFN 1,27 (1,14 - 1,40) 4,40E-06]  6,32E-06
IgG1_G1 0,77 (0,69 - 0,85) 0,46E-08]  1,65E-07
IgG1 G1F 1,15 (1,04 - 1,27) 4,996-03]  573E-03
IgG1_G1FN 1,23 (1,11 - 1,35) 3,02E-05|  5,13E-05
IgG1 G1FS 1,27 (1,16 - 1,40) 4,42E-07]  6,98E-07
IgG1_GIN 0,79 (0,71 - 0,87) 3,65E£-06]  5,36E-06
IgG1_G1S 0,75 (0,69 - 0,83) 5,53E-09|  1,09E-08
IgG1 G2 0,7 (0,64 - 0,78) 4216-12|  1,00E-11
IgG1_G2F 0,74 (0,67 - 0,83) 1,70E-08|  3,10E-08
IgG1_G2FN 0,89 (0,81 - 0,99) 261E-02]  2,95E-02
IgGL G2FNS | 0,93 (0,85 - 1,02) 1,32E-01 1,42E-01
IgGL_G2FS 0,79 (0,71-0,88) 4,88E-06|  6,87E-06
IgG1 G2FS2 | 0,75 (0,67 - 0,83) 9,20E-09|  1,72E-08
IgG1_G2S 0,71 (0,64 - 0,79) 359E-11]  7,98E-11
IgG1 M5G1S1F | 0,78 (0,70 - 0,86) 4,45E-07]  6,98E-07
1gG23_GO 0,82 (0,74 - 0,91) 7,85E-05|  9,68E-05
IgG23_GOF 1,99 (1,78 - 2,24) 1,34E-36|  2,30E-35
IgG23 GOFN | 1,87 (1,67 - 2,09) 253E-30]  2,91E-29
1gG23_G1 0,63 (0,56 - 0,70) 8,03E-20|  3,46E-19
1gG23_G1F 0,68 (0,62 - 0,76) 3,726-14]  1,07E-13
IgG23 GIFN | 0,81 (0,73 - 0,89) 2,45E-05|  3,32E-05
IgG23 GIFNS | 1,47 (1,33 - 1,63) 9,70E-15]  2,91F-14
IgG23 GIFS | 0,72 (0,65 - 0,79) 2,46E-11]  5,65E-11
1gG23_G2 0,63 (0,56 - 0,70) 267E-19|  1,08E-18
19G23_G2F 0,54 (0,48 - 0,61) 0,37E-28]  9,23E-27
IgG23 G2FN | 0,67 (0,60 - 0,75) 1,376-13]  3,49E-13
IgG23 G2FNS | 0,86 (0,78 - 0,95) 1,69E-03]  1,08E-03
IgG23 G2FS | 0,55 (0,50 - 0,62) 6,09E-27|  5,25E-26
IgG23 G2FS2 | 0,68 (0,61 - 0,75) 8,45E-14|  2,24E-13
1gG23_G2S 0,66 (0,59 - 0,74) 1,38E-15|  4,75E-15
IgG23_M5G1S1F| 0,9 (0,82 - 0,99) 3,26E-02|  3,57E-02
IgG4_GOF 1,63 (1,47 - 1,81) 749E-21]  3,69E-20
IgG4_GOFN 1,26 (1,13 - 1,39) 1,03E-05|  1,42E-05
IgG4_G1F 0,72 (0,65 - 0,79) 797E-11]  1,67E-10
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IgG4 GI1FN 0,76 (0,68 - 0,84) 9,58E-08 1,65E-07
IgG4_G1FNS 1,07 (0,97 -1,17) 1,99E-01 2,06E-01
IgG4_G1FS 0,82 (0,74 - 0,90) 5,28E-05 6,75E-05

IgG4 G2F 0,6 (0,53 -0,67) 6,83E-22 4,28E-21
1gG4_G2FN 0,68 (0,61 - 0,75) 2,23E-13 5,50E-13
IgG4 G2FNS 0,77 (0,69 - 0,85) 5,29E-07 8,11E-07
IgG4_G2FS 0,63 (0,56 - 0,70) 2,30E-18 8,36E-18
IgG4 G2FS2 0,93 (0,85 -1,03) 1,69E-01 1,79E-01
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Slika 3.1.2 Razlike u zastupljenosti

pojedifrah 1gG Fc-glikoformi u CD-u, UC-u i HC-u. Razlike
zastupljenosti pojedigaih 1gG Fc-glikoformi po svim potklasama 1gG-a ifgva na desno IgG1, 1gG23, 1gG4)

prikazane su kao postotci ukupnih Fc-glikana Ig@egpotklasi. Prikazani su dijagrami pravokutnikagebox

pri ¢emu svaki predstavlja interkvartilini raspon (emgterquartile range,|IQR) od 25.-75. percentila, linije

unutar pravokutnika koje predstavljaju medijanitgiéd koje odreuju granice pravokutnika (engehisker3, a

predstavljaju najnizu i najviSu vrijednost unutaayokutnika + 1.5 x IQR. Analiza je provedena ldigiam

regresijskim modelom uz dob i spol kao dodatne kiate (tablice 3.1.5-3.1.7), prilageno iz Simurina et al,

2018%%
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3.2. Klasifikacija pacijenata oboljelih od Crohnove bolesti, ulceroznog
kolitisa i kontrolne skupine

Na temelju snazne povezanosti réagh deriviranih glikozilacijskih svojstava iznde

UC-a i CD-a, procijenjena je diskriminatorna snaggdina&nih glikoformi po potklasi IgG-

a u klasificiranju UC-a i HC-a, CD-a i HC-a i UC-&D-a. Za navedenu analizu, koriSten je

logisticki regresijski model, a snaga diskriminacije precjgna je uz 10 postupaka unakrsne

validacije. ROC (engreceiver operating characteristic curv&rivulje pokazuju vrlo dobru

diskriminatornu snagu pojedi&iaih glikoformi u klasificiranju UC-a i HC-a (AUC=801)
(Slika 3.2.1 A) te CD-i i HC-a (AUC=0,854) (SlikaZ31 B) te dobru diskriminatornu snagu
pojedin&nih glikoformi u klasificiranju UC-a i CD-i (AUC=0,70) (Slika 3.2.1 CJ*

A UC vs. HC
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Slika 3.2.1 Diskriminatorna snhaga pojedifrah glikoformi po potklasi 1gG-a prikazana ROC kiijama.
Klasifikacija UC-a i HC-a (A), CD-a i HC-a (B) te@a i CD-a (C) provedena je logistim regresijskim

modelom (elastna mreza). Dok modeli temeljeni samo na dobi i sposu pokazali diskriminatornu snagu

(tockasta linija), ona je povana dodatkom pojeditiaih glikoformi (puna linija), prilagéeno iz Simurina et al,

2018°%

Pojedingnim ROC analizama po glikoformi i potklasi izdvogersu najvaznije

glikoforme u ovim modelimapr. struktura G1 na IgG23 je u 5 najvaznijih kdasKiciranja
UC-a i HC-a (Slika 3.2.2 A), struktura GOF na IgGR3gG4 je u 5 najvaznijih kod
klasificiranja CD-i i HC-a (Slika 3.2.3 A) te GOGOFN, G2 i G2F na 1gG23 koje su u 5
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najvaznijih kod klasificiranja CD-i i UC-a (Slika.84 A)?** Navedeno je

analizom s deriviranim svojstvin(8like 3.2.2-3.2.4 Bj*°

potdeno i

A B i "
eGI3_GIFN gG23_A28
2 19G1_AZB
o IgG4_menogat
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s 1gG23_A2F =
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19GA_GIFNS IgGd_A2FB -
TgG1_GOF
taGl_G2S IgG1_AZF
IgG23 g
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g = IgG4_agal »
E 7
= B lgG1_agal
= G2 L: 4 b .
b= IgGa_GIFN 5
;J oo, 62 g IgG4_AZFG -
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Slika 3.2.2 Najvaznije glikoforme u Kklasificiranju UC-a i HC-&/aznost odrazava povrSinu ispod krivulje
(AUC) na temelju (A) pojedinme glikoforme ili (B) deriviranog svojstva, prilageno iz Simurina et al,
20187
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Slika 3.2.3 Najvaznije glikoforme u klasificiranju CD-a i HC-&aznost odrazava povrSinu ispod krivulje
(AUC) na temelju (A) pojedinme glikoforme ili (B) deriviranog svojstva, prilageno iz Simurina et al,
2018°%°
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Slika 3.2.4 Najvaznije glikoforme u klasificiranju UC-a i CD-&aZnost odraZzava povrSinu ispod krivulje
(AUC) na temelju (A) pojedinme glikoforme ili (B) deriviranog svojstva, prilageno iz Simurina et al,
2018%%

3.3. Povezanost Fc-glikozilacije imunoglobulina G i klin¢kih obiljezja
ulceroznog kolitisa

Statisttki znatajne razlike su zabiljezene u kitkim obiljezjima za véi broj
deriviranih glikozilacijskih svojstava kod pacijgaaoboljelih od UC-a (Tablica 3.3.1, Slika
3.3.1F*. S operacijom i UC-om koji zah¥a cijelo debelo crijevo (E3), povezuje se porast
agalaktoziliranih i pad digalaktoziliranig IgG gligeptida. Operacija se povezuje sa
smanjenom sijalinizacijom u svim IgG potklasama - Agalaktozilirani 1gG1
glikopeptidi padaju, a monogalaktozilirani IgGlkglpeptidi rastu s trajanjem UC-a (Tablica
3.3.1, Slika 3.3.15%°
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Tablica 3.3.1 Povezanost deriviranih 1gG Fc-glikozilacijskih gstava i klirtkih obiljezja UC-a (trajanje,
progresija i operacija). Povezanost deriviranih I§&-glikozilacijskih svojstava i klickih obiljezja UC-a
(trajanje bolesti: <5 godina=0, >5 godina=1, pregeebolesti: E1 (zavrsni dio debelog crijeva) + fifeva
strana debelog crijeva)=0, E3 (cijelo debelo co)ed te operacija: ne=0, da=1) analizirana je kdgkem
regresijom uz dob i spol kao kovariijate. Prikazamiomjeri izgleda (OR) uz interval pouzdanosti) (@l 95 %,
P vrijednosti te prilagtene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korigkaa viSestruko testiranjex€5%).
Prilagaiene, statistiki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. Derivirarikogilacijska svojstva iziaunata

su kao $to je opisano u tablici 2.3.5.4, prilkdguo iz Simurina et al, 2078

Derivirano Klini ¢ko OR 95% ClI P pril. P
SVojstvo obiliezje vrijednost vrijednost
IgG1l _A2B lokacija 1,1 (0,96 - 1,25) 1,61E-01 2,64E-01
lgG1_A2F lokacija 0,94 (0,83-1,07) 3,44E-0] 4,78E-01
IgGl A2G lokacija 0,81 (0,71 - 0,93) 2,62E-03 1,08E-02
lgG1_A2GS lokacija 0,96 (0,84 - 1,09) 5,28E-01 6,50E-01
IgG1l _A2S lokacija 0,84 (0,73 - 0,96) 9,53E-03 2,63E-02
IgG1_agal lokacija 1,23 (1,08 -1,41) 2,09E-03 8,91E-03
IgG1 digal lokacija 0,82 (0,71 -0,94) 4,89E-03 1,63E-02
IgG1 _monogal lokacija 0,87 (0,77 - 0,99) 3,48E-02 8,09E-02
IgG1 sial lokacija 0,86 (0,75 - 0,98) 2,36E-02 5,97E-02
IgG23 A2B lokacija 1,03 (0,91-1,18) 6,13E-01 7,27E-01
1gG23_A2F lokacija 0,89 (0,79 -1,02) 8,56E-02 1,55E-01
1gG23_A2G lokacija 0,71 (0,61 - 0,83) 7,80E-06 1,47E-04
1gG23 A2GS lokacija 0,97 (0,85-1,10) 6,11E-01 7,27E-01
IgG23 A2S lokacija 0,76 (0,66 - 0,88) 1,46E-04 1,38E-03
IgG23 agal lokacija 1,41 (1,22 - 1,64) 3,35E-06 1,10E-04
IgG23 digal lokacija 0,72 (0,62 - 0,84) 1,45E-05 2,18E-04
1I9gG23_monogal| lokacija 0,77 (0,67 - 0,88) 1,60E-04 1,38E-03
IgG23_sial lokacija 0,77 (0,67 - 0,89) 4,15E-04 2,88E-03
lgG4_A2FB lokacija 1,1 (0,96 - 1,26) 1,75E-01] 2,78E-01
IgG4 _A2FG lokacija 0,78 (0,68 - 0,90) 5,65E-04 3,44E-03
IgG4_A2FGS lokacija 1,08 (0,94 - 1,23) 2,73E-01 3,98E-01
IgG4_A2FS lokacija 0,87 (0,76 - 1,00) 5,46E-02 1,08E-01
IgG4 agal lokacija 1,26 (1,10 - 1,45) 9,31E-04 4,82E-03
IgG4 digal lokacija 0,79 (0,68 -0,91) 1,03E-03 4,94E-03
IgG4_monogal lokacija 0,82 (0,72 - 0,94) 4,35E-03 1,55E-02
IgG4_sial lokacija 0,88 (0,77 - 1,02) 7,88E-02 1,47E-01
IgG1l _A2B trajanje 1,1 (0,96 - 1,26) 1,81E-01 2,86E-01
IgG1l A2F trajanje 1 (0,88 - 1,15) 9,56E-01 9,65E-01
IgG1l A2G trajanje 1,17 (1,01 - 1,36) 3,13E-02 7,37E-02
IgG1l A2GS trajanje 0,97 (0,85-1,11) 6,53E-01 7,56E-01
IgG1 A2S trajanje 1,09 (0,94 - 1,26) 2,47E-0] 3,67E-01
IgG1_agal trajanje 0,83 (0,72 - 0,96) 1,18E-02 3,18E-02
IgG1 digal trajanje 1,1 (0,95 - 1,28) 2,18E-01] 3,35E-01
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IgG1 _monogal | trajanje 1,32 (1,15 -1,52) 5,60E-05 6,82E-04
IgG1_sial trajanje 1,09 (0,94 - 1,25) 2,64E-01 3,87E-01
IgG23 A2B trajanje 1,16 (1,01 -1,34) 4,13E-02 9,30E-02
19G23 A2F trajanje 1,19 (1,04 - 1,36) 1,27E-02 3,38E-02
1gG23 A2G trajanje 0,98 (0,83-1,14) 7,59E-01 8,35E-01
1gG23_A2GS trajanje 1,03 (0,90 -1,18) 6,65E-01 7,60E-01
IgG23 A2S trajanje 1,01 (0,87 -1,17) 9,09E-01 9,44E-01
1gG23 agal trajanje 1,01 (0,87 -1,18) 8,89E-01 9,44E-01
1gG23 digal trajanje 0,94 (0,81-1,11) 4,80E-0] 6,17E-01
IgG23_monogal | trajanje 1,04 (0,90 - 1,20) 6,08E-01 7,27E-01
19G23 sial trajanje 1,01 (0,87-1,17) 9,18E-01 9,45E-01
IgG4_A2FB trajanje 0,98 (0,85-1,13) 7,75E-01 8,49E-01
IgG4 A2FG trajanje 1,09 (0,94 - 1,27) 2,38E-01 3,57E-01
IgG4_A2FGS trajanje 1,01 (0,87 -1,16) 9,34E-01 9,53E-01
IgG4_A2FS trajanje 1,1 (0,95 -1,27) 2,14E-01 3,31E-01
IgG4 agal trajanje 0,88 (0,76 - 1,02) 1,01E-01 1,78E-01
IgG4_digal trajanje 1,04 (0,89 -1,21) 6,33E-01 7,45E-01
IgG4 _monogal trajanje 1,18 (1,03 - 1,37) 1,95E-02 5,12E-02
IgG4_sial trajanje 1,09 (0,94 - 1,26) 2,32E-01 3,51E-01
IgG1l A2B operacija 1,51 (1,20 - 1,92) 5,41E-04 3,40E-03
IgGl A2F operacija 11 (0,87-1,41) 4,22E-01 5,56E-01
IgGl A2G operacija 0,69 (0,54 - 0,89) 3,66E-03 1,40E-02
IgG1l A2GS operacija 0,72 (0,56 - 0,93) 9,34E-03 2,63E-02
IgG1_A2S operacija 0,64 (0,48 - 0,84) 8,87E-04 4,82E-03
IgG1 agal operacija 1,39 (1,10 - 1,75) 5,86E-03 1,81E-02
IgG1_digal operacija 0,65 (0,49 - 0,85) 1,18E-03 5,56E-03
IgG1 _monogal | operacija 0,91 (0,72 -1,14) 4,18E-0] 5,56E-01
IgG1 sial operacija 0,64 (0,49 - 0,84) 9,84E-04 4,85E-03
IgG23 A2B operacija 1,24 (0,98 - 1,58) 7,51E-02 1,43E-01
19G23 A2F operacija 1,37 (1,03 -1,81) 2,06E-02 5,34E-02
1gG23_A2G operacija 0,64 (0,49 - 0,85) 1,49E-03 6,86E-03
1gG23 A2GS operacija 0,93 (0,73-1,17) 5,23E-0] 6,48E-01
IgG23 A2S operacija 0,69 (0,52-0,91) 6,76E-03 2,06E-02
IgG23_agal operacija 1,59 (1,23 - 2,06) 4,82E-04 3,22E-03
IgG23 digal operacija 0,66 (0,50 - 0,89) 4,61E-03 1,59E-02
IgG23_monogal | operacija 0,68 (0,54 - 0,85) 9,09E-04 4,82E-03
IgG23_sial operacija 0,7 (0,53 -0,92) 8,75E-03 2,51E-02
IgG4_A2FB operacija 1,41 (1,11 - 1,80) 5,61E-03 1,76E-02
IgG4 A2FG operacija 0,52 (0,40 - 0,68) 7,66E-07] 7,01E-05
1gG4 A2FGS operacija 0,88 (0,68 -1,13) 2,98E-01 4,26E-01
IgG4_A2FS operacija 0,52 (0,39 -0,70) 4,32E-06 1,10E-04
IgG4 agal operacija 1,83 (1,43 - 2,35) 1,36E-06 7,01E-05
IgG4_digal operacija 0,5 (0,37 - 0,67) 1,72E-06 7,11E-05
IgG4 _monogal | operacija 0,61 (0,48 - 0,76) 2,17E-05 2,99E-04
IgG4 sial operacija 0,52 (0,39-0,70) 4,77E-06 1,10E-04
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Slika 3.3.1 Povezanost deriviranih 1gG Fc-glikozilacijskih gstava i klirtkih obiljezja UC-a (trajanje,
progresija i operacija). Za sve potklase IgG-akgmani su omjeri izgleda (OR) za povezanost denivir
glikozilacijskih svojstava i klinikih obiljezja UC-a (trajanje bolesti: <5 godina=85 godina=1, progresija
bolesti: E1 (zavr3ni dio debelog crijeva) + E2eflig strana debelog crijeva)=0, E3 (cijelo debeiewr)=1 te
operacija: ne=0, da=1). Stupci (ergar) prikazuju pozitivhe/negativne OR-ove. Deriviraghkozilacijska
svojstva: agalaktozilacija (agal, udio agalaktoaiiih glkana), digalaktozilacija (digal, udio digktoziliranih
glikana) i sijalinizacija (sial, udio sijalinizirém glikana) opisana su u tablicama 2.3.5.3-2.3.8.4jjihove
glikoforme u tablici 3.1.1. Analiza povezanosti igganih glikozilacijskih svojstava i klickih obiljezja UC-a
provedena je logistkom regresijom uz dob i spol kao dodatne kovarij8tatistéki znatajni rezultati oznéeni
su zvjezdicom (*) (tablica 3.3.1)., prilageno iz Simurina et al, 2028

Rezultati za pojedirime 1gG glikoforme su prikazani u tablici 3.3%.
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Tablica 3.3.2Povezanost IgG Fc-glikana i kéikih obiljezja UC-a (trajanje, progresija i operagijPovezanost
IgG Fc-glikana i kligkih obiljezja UC-a (trajanje bolesti: <5 godina=85 godina=1, progresija bolesti: E1
(zavrsni dio debelog crijeva) + E2 (lijeva strarebdlog crijeva)=0, E3 (cijelo debelo crijevo)=1dgeracija:
ne=0, da=1) analizirana je logidtom regresijom uz dob i spol kao kovariijate. Pziai su omjeri izgleda (OR)
uz interval pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijedndstiprilaga@ene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon
korekcije na viSestruko testiranje=56%). Prilagdene, statistki znaajne P vrijednosti otisnute su masno.

Skratena imena glikana opisana su u tablici 2.3.5.2aguieno iz Simurina et al, 20178

Gl Ell)lirlljleciljfg I gac vrijegnost vri?encli.nopst
lgG1_GO lokacija NA (NA - NA) NA NA
IgG1l GOF lokacija 1,21 (1,06 - 1,38) 4,72E-03 1,60E-02
IgG1l_GOFN lokacija 1,22 (1,07 - 1,40) 3,83E-03 1,41E-02
IgG1l_G1 lokacija 1,09 (0,96 - 1,24) 1,88E-01] 2,94E-01
lgG1_G1F lokacija 0,77 (0,68 - 0,88) 7,16E-05  8,23E-04
IgG1l_G1FN lokacija 1 (0,88 -1,13) 9,72E-01 9,77E-01
lgG1_G1FS lokacija | 0,99 (0,87 - 1,13) 9,04E-01 9,44E-01
lgG1 GIN lokacija 1,1 (0,96 - 1,25) 1,63E-01 2,66E-01
IgGl_G1S lokacija 1,07 (0,94 -1,21) 2,91E-01] 4,22E-01
IgG1_G2 lokacija 1,03 (0,90-1,17) 6,94E-01) 7,68E-01
IgG1l G2F lokacija 0,79 (0,68 - 0,90) 6,99E-04 4,14E-03
lgG1_G2FN lokacija 0,89 (0,78 - 1,01) 7,77E-02 1,46E-01
IgG1_G2FNS lokacija 0,85 (0,74 - 0,96) 9,54E-03 2,63E-02
IgG1 G2FS lokacija 0,82 (0,72 - 0,95) 5,59E-03 1,76E-02
IgG1l_G2FS2 lokacija 0,82 (0,72 - 0,94) 3,79E-03 1,41E-02
lgG1 G2S lokacija | 1,03 (0,91 - 1,18) 6,15E-01 7,27E-01
IgG1l_M5G1S1F lokacija 0,89 (0,78 - 1,01) 6,62E-02 1,28E-01
19G23 GO lokacija 1,21 (1,06 - 1,38) 4,56E-03 1,59E-02
19G23_GOF lokacija 1,32 (1,14 -1,52) 1,28E-04 1,26E-03
19G23 _GOFN lokacija 1,29 (1,11 -1,49) 5,01E-04 3,24E-03
1gG23_G1 lokacija 1,12 (0,99 - 1,28) 7,31E-02 1,40E-01
19G23 G1F lokacija 0,79 (0,69 - 0,90) 4,17E-04 2,88E-03
1gG23_G1FN lokacija 0,9 (0,79 -1,03) 1,36E-01] 2,28E-01
IgG23 G1FNS lokacija 1,02 (0,89 -1,16) 8,16E-01] 8,84E-01
1gG23_G1FS lokacija 0,86 (0,76 - 0,98) 2,58E-02 6,33E-02
1gG23_G2 lokacija 1,05 (0,92-1,19) 4,97E-01 6,23E-01
19G23 _G2F lokacija 0,72 (0,62 - 0,84) 1,47E-05 2,18E-04
1gG23_G2FN lokacija 0,81 (0,70-0,93) 2,66E-03 1,08E-02
1gG23_G2FNS lokacija 0,77 (0,67 - 0,88) 7,65E-05 8,33E-04
1gG23 _G2FS lokacija 0,78 (0,68 - 0,91) 8,21E-04 4,59E-03
1gG23_G2FS2 lokacija 0,72 (0,62 -0,83) 4,18E-06 1,10E-04
19G23 _G2S lokacija 1,05 (0,92-1,19) 4,90E-01 6,22E-01
1gG23 M5G1S1F| lokacija 1,09 (0,96 - 1,25) 1,70E-01] 2,73E-01
IgG4_GOF lokacija 1,26 (1,10 - 1,45) 7,66E-04 4,41E-03
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IgG4_GOFN lokacija 1,15 (1,00 - 1,31) 4,97E-02 1,04E-01
IgG4_G1F lokacija 0,78 (0,68 - 0,89) 2,91E-04 2,31E-03
IgG4_G1FN lokacija 0,97 (0,85-1,11) 6,93E-01] 7,68E-01
IgG4_G1FNS lokacija 1,05 (0,92-1,19) 4,85E-01 6,20E-01
IgG4 _G1FS lokacija 0,96 (0,84 - 1,09) 5,19E-01] 6,48E-01
IgG4 G2F lokacija 0,75 (0,65 - 0,87) 8,54E-05 8,84E-04
IgG4_G2FN lokacija 0,87 (0,76 - 1,00) 5,44E-02 1,08E-01
IgG4_G2FNS lokacija 0,99 (0,87 - 1,14) 9,12E-01] 9,44E-01
IgG4_G2FS lokacija 0,85 (0,74 - 0,98) 2,80E-02 6,66E-02
IgG4 _G2FS2 lokacija 0,9 (0,79 - 1,03) 1,26E-01] 2,15E-01
IgGl_GO trajanje NA (NA - NA) NA NA
IgG1l GOF trajanje 0,83 (0,72 - 0,95) 8,60E-03 2,51E-02
IgG1 GOFN trajanje 0,92 (0,80 - 1,06) 2,55E-01 3,77E-01
IgGl G1 trajanje 0,97 (0,85-1,11) 6,89E-01] 7,68E-01
IgG1l G1F trajanje 1,3 (1,13 - 1,50) 1,60E-04 1,38E-03
IgG1 G1FN trajanje 1,24 (1,08 - 1,42) 2,11E-03 8,91E-03
IgG1l G1FS trajanje 1,05 (0,92 - 1,20) 4,40E-01 5,73E-01
IgG1 GIN trajanje 1,06 (0,93 -1,21) 3,98E-01 5,36E-01
IgGl G1S trajanje 1,04 (0,91-1,19) 5,59E-01] 6,81E-01
IgGl G2 trajanje 1 (0,87 - 1,15) 9,91E-01 9,91E-01
IgGl G2F trajanje 1,11 (0,96 - 1,29) 1,65E-01] 2,67E-01
IgG1l G2FN trajanje 1,12 (0,97 - 1,29) 1,07E-01] 1,86E-01
IgG1l_G2FNS trajanje 1,15 (1,00 - 1,31) 4,83E-02 1,04E-01
IgG1l G2FS trajanje 1,07 (0,92 - 1,24) 3,78E-01] 5,18E-01
IgG1l_G2FS2 trajanje 1,14 (0,99 - 1,32) 6,15E-02 1,20E-01
IgGl G2S trajanje 1,03 (0,90 - 1,18) 6,83E-01] 7,68E-01
IgG1 M5GI1S1F | trajanje 0,9 (0,79 - 1,03) 1,37E-01] 2,28E-01
19gG23 GO trajanje 0,87 (0,76 - 1,00) 5,00E-02 1,04E-01
1gG23 GOF trajanje 1 (0,87 -1,17) 9,53E-01 9,65E-01
1gG23_GOFN trajanje 1,16 (1,00 - 1,36) 5,16E-02 1,05E-01
1gG23 G1 trajanje 0,82 (0,71 - 0,94) 4,06E-03 1,48E-02
19G23_G1F trajanje 1,13 (0,98 - 1,30) 8,97E-02 1,61E-01
1gG23 G1FN trajanje 1,12 (0,97 - 1,30) 1,06E-01] 1,86E-01
IgG23 G1FNS trajanje 1,03 (0,90 -1,19) 6,41E-01] 7,50E-01
1gG23_G1FS trajanje 1,03 (0,90 -1,18) 6,81E-01] 7,68E-01
1gG23 G2 trajanje 0,89 (0,77 - 1,02) 9,72E-02 1,73E-01
19G23_G2F trajanje 1,01 (0,86 - 1,18) 9,05E-01] 9,44E-01
1gG23 G2FN trajanje 1,06 (0,91 - 1,23) 4,60E-01 5,95E-01
1gG23 _G2FNS trajanje 1,08 (0,94 - 1,24) 2,98E-01] 4,26E-01
1gG23_G2FS trajanje 1,01 (0,87 -1,18) 8,71E-01] 9,34E-01
1gG23 G2FS2 trajanje 1,07 (0,92 - 1,23) 3,95E-01] 5,35E-01
19G23 G2S trajanje 0,9 (0,79 - 1,04) 1,56E-01] 2,58E-01
IgG23 M5G1S1F| trajanje 0,77 (0,67 - 0,89) 2,75E-04 2,28E-03
IgG4 GOF trajanje 0,89 (0,77 - 1,03) 1,22E-01 2,10E-01
IgG4_GOFN trajanje 0,94 (0,82 - 1,09) 4,22E-01 5,56E-01
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IgG4 G1F trajanje 1,16 (1,00 - 1,34) 4,46E-02 9,92E-02
IgG4_G1FN trajanje 1,04 (0,91 - 1,20) 5,55E-01] 6,79E-01
IgG4 G1FNS trajanje 1,01 (0,88 - 1,16) 9,08E-01 9,44E-01
IgG4_G1FS trajanje 1,15 (1,00 - 1,33) 4,56E-02 9,93E-02
IgG4_G2F trajanje 1,01 (0,87 -1,18) 8,48E-01] 9,14E-01
IgG4 G2FN trajanje 0,99 (0,86 - 1,14) 8,78E-01 9,36E-01
IgG4_G2FNS trajanje 1,07 (0,93 - 1,24) 3,44E-01] 4,78E-01
IgG4_G2FS trajanje 1,02 (0,88 - 1,18) 7,98E-01] 8,69E-01
IgG4_G2FS2 trajanje 1,03 (0,90 - 1,19) 6,51E-01] 7,56E-01
IgGl1_GO0 operacija NA (NA - NA) NA NA
IgG1l GOF operacija 1,26 (1,00 - 1,59) 5,05E-02 1,04E-01
IgG1 GOFN operacija 1,62 (1,30 - 2,02) 2,84E-05 3,67E-04
IgGl G1 operacija 0,93 (0,73 -1,19) 5,69E-01 6,89E-01
IgGl G1F operacija 0,76 (0,60 - 0,97) 2,56E-02 6,33E-02
IgG1 G1FN operacija 1,28 (1,01 - 1,62) 3,67E-02 8,43E-02
IgG1l GI1FS operacija 0,9 (0,71-1,14) 3,80E-01 5,18E-01
IgG1l _GIN operacija 1,05 (0,84 - 1,33) 6,63E-01] 7,60E-01
IgG1l G1S operacija| 0,86 (0,68 - 1,10) 2,25E-01 3,43E-01
IgGl G2 operacija 0,78 (0,60 - 1,01) 5,06E-02 1,04E-01
IgG1l G2F operacija 0,64 (0,49 - 0,84) 9,67E-04 4,85E-03
IgG1 G2FN operacija 0,89 (0,70 - 1,14) 3,50E-01] 4,83E-01
IgG1l G2FNS operacija| 0,78 (0,61 - 1,00) 4,98E-02 1,04E-01
IgG1l G2FS operacija| 0,67 (0,50 - 0,88) 3,08E-03 1,23E-02
IgGl G2FS2 operacija| 0,74 (0,56 - 0,98) 2,65E-02 6,37E-02
IgGl G2S operacija| 0,77 (0,59 - 1,01) 4,53E-02 9,93E-02
IgG1l M5G1S1F | operacija| 0,89 (0,69 - 1,14) 3,34E-01] 4,74E-01
19G23 GO operacija 0,99 (0,78 - 1,26) 9,31E-01 9,53E-01
19G23 GOF operacija 1,42 (1,11 -1,82) 5,62E-03 1,76E-02
1gG23 _GOFN operacija| 1,56 (1,23 -1,97) 3,59E-04 2,66E-03
19G23 G1 operacija 0,8 (0,61 -1,04) 8,10E-02 1,48E-01
1gG23 G1F operacija| 0,73 (0,58 - 0,92) 8,72E-03 2,51E-02
19gG23 G1FN operacija 0,95 (0,75 -1,21) 6,71E-01 7,63E-01
IgG23 G1FNS | operacija| 1,12 (0,89 - 1,39) 3,36E-01] 4,74E-01
IgG23 G1FS operacija| 0,71 (0,55 - 0,90) 5,10E-03 1,68E-02
1gG23 G2 operacija| 0,63 (0,46 - 0,87) 1,68E-03 7,40E-03
1gG23 G2F operacija| 0,68 (0,51 - 0,90) 6,92E-03 2,08E-02
19G23 G2FN operacija 0,81 (0,62 - 1,07) 1,28E-01 2,18E-01
IgG23 G2FNS | operacija| 0,77 (0,59 - 0,99) 3,71E-02 8,43E-02
IgG23 G2FS operacija 0,7 (0,53 -0,93) 1,18E-02 3,18E-02
19G23 G2FS2 operacija| 0,76 (0,57 -1,01) 5,21E-02 1,05E-01
1gG23 G2S operacija| 0,78 (0,58 - 1,05) 7,93E-02 1,47E-01
I9gG23 M5G1S1F| operacija| 0,92 (0,71 -1,18) 4,93E-01 6,22E-01
IgG4_GOF operacija 1,55 (1,22 - 1,96) 3,31E-04 2,54E-03
IgG4 GOFN operacija 1,79 (1,42 - 2,25) 8,31E-07 7,01E-05
IgG4_G1F operacija 0,57 (0,45 -0,73) 8,62E-06 1,49E-04
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IgG4 GI1FN operacija 0,91 (0,71 -1,16) 4,38E-01 5,73E-01
lgG4 G1FNS | operacija| 0,85 (0,66 - 1,09) 1,96E-01 3,06E-01
IgG4 GI1FS operacija| 0,69 (0,53 - 0,88) 3,17E-03 1,24E-02

IgG4 G2F operacija 0,49 (0,37 -0,67) 1,28E-06 7,01E-05
IgG4_G2FN operacija 0,65 (0,49 - 0,86) 1,53E-03 6,88E-03
IgG4 G2FNS operacija| 0,73 (0,55 - 0,97) 2,24E-02 5,73E-02
lgG4_G2FS operacija| 0,51 (0,37 - 0,70) 7,53E-0§  1,47E-04
IgG4_G2FS2 operacija| 0,72 (0,52 - 0,99) 2,60E-02 6,33E-02

3.4. Povezanost Fc-glikozilacije imunoglobulina G i klin¢kih obiljezja
Crohnove bolesti

Statisttki znatajne razlike su zabiljezene u kitkim obiljezjima za véi broj

deriviranih glikozilacijskih svojstava kod pacijgaaoboljelin od CD-a (Tablica 3.4.1, Slika
3.4.1)?* Kod operacije, 1gG23 agalaktozilacija je porasldgG23 digalaktozilacija je pala
kod CD pacijenata. 1gG23 sijalinizacija je tdko niza u CD-u. TeZi oblik bolesti (Monteral
B2+B3 naspram Bl) se povezuje s porastom IlgG23akigdilacije i padom IgG23

digalaktozilacije (Tablica 3.4.1, Slika 3.4%5.

Tablica 3.4.1 Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i klirgkih obiljezja CD-a (trajanje,
lokacija, ponaSanje i operacija). Povezanost damvh glikozilacijskih svojstava i kligkih obiljezja CD-a
(trajanje bolesti: <5 godina=0, >5 godina=1, lokadiolesti: L1 (terminalni ileum)=0, L2 (debelojerio)=1 ili
L1=0, L3 (ileum i debelo crijevo)=0 ili L2=0, L3=TonaSanje bolesti: B1 (upalna CD)=0, B2 (suza&ajoD)

+ B3 (perforirajda CD)=1 te operacija: ne=0, da=1) analizirana gislitkom regresijom uz dob i spol kao
kovariijate. Prikazani su omjeri izgleda (OR) ugeiwval pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijednosti téagodene

P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korekcijea viSestruko testiranjea$5%). Prilagdene, statistki
zna&ajne P vrijednosti otisnute su masno. Derivirankogilacijska svojstva izaunata su kao Sto je opisano u
tablici 2.3.5.4, prilagéeno iz Simurina et al, 2078

Vi ini & P ril. P
Dse\:gl,-'sri,%o Egﬁjleczl}g I gac vrijednost vrijpednost
IgG1 A2B ponaSanje 1,14 (0,98 - 1,33) 8,51E-02 2,65E-01
IgG1_A2F ponasanje 0,97 (0,84 - 1,13) 7,24E-01 8,35E-01
IgG1l A2G ponaSanje 0,84 (0,72 - 0,98) 2,39E-02 1,26E-01

IgG1l A2GS ponasanje 0,82 (0,70 - 0,95) 6,65E-03 5,83E-02
IgG1 A2S ponasanje 0,81 (0,69 - 0,94) 6,10E-03 5,83E-02
IgG1l agal ponasanje 1,17 (1,00 - 1,36) 4,40E-02 1,82E-01
IgG1 _digal ponaSanje 0,81 (0,69 - 0,95) 9,12E-03 6,62E-02
IgG1 monogal ponaSanje 0,99 (0,85 -1,14) 8,62E-01 9,17E-01
IgG1 sial ponaSanje 0,81 (0,69 - 0,95) 6,85E-03 5,83E-02
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19G23 A2B ponasanje 1,24 (1,07 - 1,45) 4,92E-03 5,36E-02
1gG23 A2F ponasanje 1,15 (0,99 - 1,33) 6,53E-02 2,29E-01
IgG23 A2G ponaSanje 0,66 (0,56 - 0,78) 2,37E-07 2,48E-05

19G23 A2GS ponaSanje 0,92 (0,80 - 1,06) 2,52E-01 4,96E-01
IgG23 A2S ponasanje 0,66 (0,56 - 0,77) 1,32E-07 2,48E-05
IgG23 agal ponaSanje 15 (1,28 - 1,76) 4,28E-07 2,48E-05
IgG23_digal ponasanje 0,66 (0,56 - 0,77) 2,63E-07 2,48E-05
IgG23 _monogal| ponaSanje 0,73 (0,63 - 0,85) 4,64E-05 1,36E-03
IgG23_sial ponasanje 0,66 (0,56 - 0,77) 9,10E-08 2,48E-05
IgG4 _A2FB ponasanje 1,1 (0,94 - 1,29) 2,32E-01 4,75E-01
IgG4 A2FG ponaSanje 0,81 (0,69 - 0,94) 6,84E-03 5,83E-02
IgG4 _A2FGS ponasanje 0,98 (0,85-1,14) 8,28E-01 9,01E-01
IgG4 A2FS ponasanje 0,82 (0,70 - 0,96) 1,12E-02 7,27E-02
IgG4_agal ponasanje 1,24 (1,06 - 1,45) 5,52E-03 5,63E-02
IgG4_digal ponaSanje 0,81 (0,69 - 0,95) 7,28E-03 5,98E-02
IgG4 monogal ponaSanje 0,81 (0,70 - 0,94) 5,38E-03 5,63E-02
IgG4_sial ponasanje 0,81 (0,69 - 0,95) 7,62E-03 6,01E-02
lokacija
lgG1_A2B LlvsL2 0,86 (0,69 -1,07) 1,68E-01 3,94E-01
lokacija
lgG1_A2F L1lvsL2 1,11 (0,90-1,37) 3,11E-01 5,43E-01
lokacija
IgG1_A2G L1lvsL2 0,87 (0,71-1,08) 2,10E-01 4,45E-01
lokacija
lgG1_A2GS L1lvsL2 0,96 (0,79-1,17) 6,99E-01 8,32E-01
lokacija
IgG1_A2S L1lvsL2 0,87 (0,70-1,08) 1,93E-01 4,21E-01
lokacija
IgG1_agal LlvsL2 1,17 (0,95 -1,44) 1,50E-01 3,65E-01
lokacija
IgG1 _digal L1lvsL2 0,91 (0,73-1,12) 3,67E-01 5,79E-01
lokacija
IgG1_monogal L1lvsL2 0,8 (0,66 - 0,98) 2,86E-02 1,36E-01
lokacija
IgG1_sial L1lvsL2 0,89 (0,72 - 1,09) 2,56E-01 4,98E-01
lokacija
IgG23 A2B L1lvsL2 0,76 (0,61 -0,94) 1,02E-02 6,99E-02
lokacija
1gG23 A2F LlvsL2 0,99 (0,81 -1,21) 9,32E-01 9,57E-01
lokacija
1gG23_A2G L1lvsL2 0,9 (0,73-1,12) 3,55E-01 5,69E-01
lokacija
1gG23_A2GS L1lvsL2 1,07 (0,88 - 1,31) 4,88E-01 6,71E-01
lokacija
IgG23_A2S L1lvsL2 0,95 (0,77-1,17) 6,29E-01 7,78E-01
lokacija
IgG23_agal L1lvsL2 1,12 (0,90-1,39) 3,21E-01 5,46E-01
lokacija
IgG23_digal L1lvsL2 0,91 (0,73-1,14) 4,19E-01 6,26E-01
lokacija
1IgG23 _monogal LlvsL2 0,88 (0,71 -1,08) 2,12E-01 4,49E-01
lokacija
IgG23_sial L1lvsL2 0,97 (0,78 -1,19) 7,56E-01 8,55E-01
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lokacija

lgG4_A2FB LlvsL2 0,76 (0,60 - 0,96) 1,72E-02 9,92E-02
lokacija

IgG4_A2FG LlvsL2 0,93 (0,75-1,15) 5,17E-01] 6,98E-01
lokacija

IgG4_A2FGS LlvsL2 1,02 (0,83 - 1,25) 8,59E-01 9,16E-01
lokacija

IgG4_A2FS LlvsL2 0,97 (0,78 -1,19) 7,43E-01 8,50E-01
lokacija

IgG4_agal LlvsL2 1,05 (0,85 - 1,30) 6,53E-01 7,95E-01
lokacija

IgG4_digal LlvsL2 0,9 (0,72-1,11) 3,22E-01 5,46E-01
lokacija

IgG4_monogal LlvsL2 1,03 (0,84 - 1,27) 7,78E-01 8,73E-01
lokacija

IgG4_sial LlvsL2 0,96 (0,78 -1,19) 7,16E-01 8,35E-01
lokacija

IgG1_A2B L1vsL3 0,95 (0,80-1,13) 5,59E-01] 7,19E-01
lokacija

IgG1_A2F L1vsL3 1,15 (0,98 - 1,36) 8,63E-02 2,65E-01
lokacija

IgG1_A2G L1vsL3 0,83 (0,70-0,99) 3,68E-02 1,64E-01
lokacija

lgG1_A2GS L1vsL3 1,04 (0,88 - 1,22) 6,33E-01] 7,78E-01
lokacija

IgG1_A2S L1vsL3 0,91 (0,77 - 1,08) 2,81E-01] 5,18E-01
lokacija

IgG1_agal LlvsL3 1,22 (1,02 - 1,44) 2,41E-02 1,26E-01
lokacija

IgG1_digal LlvsL3 0,86 (0,72 -1,03) 9,70E-02 2,85E-01
lokacija

IgG1_monogal LlvsL3 0,81 (0,69 - 0,96) 1,25E-02 7,97E-02
lokacija

IgG1_sial LlvsL3 0,92 (0,78 -1,10) 3,64E-01 5,78E-01
lokacija

1gG23_A2B LlvsL3 0,92 (0,78 -1,10) 3,65E-01 5,78E-01
lokacija

1gG23_A2F LlvsL3 1,09 (0,93 -1,28) 2,72E-01 5,12E-01
lokacija

1gG23_A2G L1vsL3 0,79 (0,66 - 0,94) 6,73E-03 5,83E-02
lokacija

1gG23_A2GS L1vsL3 1,06 (0,90-1,24) 4,88E-01 6,71E-01
lokacija

1gG23_A2S L1vsL3 0,84 (0,71-0,99) 4,21E-02 1,78E-01
lokacija

1gG23_agal L1vsL3 1,26 (1,06 - 1,50) 7,69E-03 6,01E-02
lokacija

gG23_digal L1vsL3 0,78 (0,65 -0,93) 4,85E-03 5,36E-02
lokacija

1gG23_monogal LlvsL3 0,86 (0,73-1,01) 7,03E-02 2,38E-01
lokacija

1gG23_sial LlvsL3 0,85 (0,71 - 1,00) 4,99E-02 1,95E-01
lokacija

IgG4_A2FB LlvsL3 0,97 (0,81-1,16) 7,26E-01 8,35E-01
lokacija

IgG4_A2FG LlvsL3 0,82 (0,69 - 0,98) 2,62E-02 1,31E-01
lokacija

IgG4_A2FGS LlvsL3 1,13 (0,96 - 1,33) 1,26E-01 3,22E-01
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lokacija

IgG4_A2FS L1vsL3 0,91 (0,77 -1,08) 2,89E-01 5,27E-01
lokacija

IgG4_agal L1vsL3 1,19 (1,00 - 1,41) 4,26E-02 1,78E-01
lokacija

IgG4_digal LlvsL3 0,79 (0,66 - 0,94) 6,27E-03 5,83E-02
lokacija

IgG4_monogal LlvsL3 0,91 (0,77 - 1,07) 2,48E-01 4,93E-01
lokacija

IgG4_sial L1vsL3 0,89 (0,75-1,05) 1,74E-01 4,03E-01
lokacija

IgG1l _A2B L2vsL3 1,09 (0,88 - 1,34) 4,32E-01 6,36E-01
Losction

IgG1_A2F L2vsL3 1,01 (0,82 - 1,23) 9,59E-01 9,73E-01
lokacija

IgGl A2G L2vsL3 0,99 (0,80-1,23) 9,12E-01 9,39E-01
lokacija

lgG1_A2GS L2vsL3 1,09 (0,89-1,33) 4,15E-01 6,26E-01
lokacija

IgG1_A2S L2vsL3 1,07 (0,86 - 1,32) 5,43E-01 7,08E-01
lokacija

IgG1_agal L2vsL3 1 (0,81 -1,24) 9,78E-01 9,87E-01
lokacija

IgG1_digal L2vsL3 0,98 (0,79-1,22) 8,48E-01 9,07E-01
lokacija

IgG1 monogal L2vsL3 1,06 (0,87 - 1,30) 5,56E-01 7,17E-01
lokacija

IgG1_sial L2vsL3 1,07 (0,87 - 1,32) 5,38E-01 7,08E-01
lokacija

IgG23 A2B L2vsL3 1,17 (0,95 - 1,45) 1,32E-01 3,31E-01
lokacija

1gG23 A2F L2vsL3 1,06 (0,87 - 1,28) 5,87E-01 7,43E-01
lokacija

1gG23_A2G L2vsL3 0,9 (0,72-1,12) 3,38E-01 5,58E-01
lokacija

1gG23 A2GS L2vsL3 0,95 (0,77 -1,16) 5,84E-01 7,42E-01
lokacija

IgG23 A2S L2vsL3 0,89 (0,72-1,10) 2,72E-01 5,12E-01
lokacija

IgG23_agal L2vsL3 1,1 (0,89 -1,37) 3,77E-01 5,90E-01
lokacija

IgG23_digal L2vsL3 0,88 (0,71-1,09) 2,41E-01 4,88E-01
lokacija

IgG23 _monogal L2vsL3 1 (0,81 -1,24) 9,89E-01 9,89E-01
lokacija

1gG23_sial L2vsL3 0,88 (0,71-1,09) 2,35E-01 4,79E-01
lokacija

lgG4_A2FB L2vsL3 1,23 (0,99 - 1,54) 6,10E-02 2,21E-01
lokacija

IgG4_A2FG L2vsL3 0,9 (0,73-1,12) 3,37E-01 5,58E-01
lokacija

IgG4 _A2FGS L2vsL3 1,11 (0,90 - 1,36) 3,17E-01 5,46E-01
lokacija

IgG4_A2FS L2vsL3 0,96 (0,78 -1,18) 7,19E-01 8,35E-01
lokacija

IgG4_agal L2vsL3 1,11 (0,89 - 1,38) 3,40E-01 5,59E-01
lokacija

IgG4_digal L2vsL3 0,88 (0,71 - 1,09) 2,42E-01 4,88E-01
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lokacija
IgG4_monogal L2vsL3 0,92 (0,74 - 1,13) 4,16E-01 6,26E-01
lokacija
IgG4_sial L2vsL3 0,94 (0,77 - 1,16) 5,92E-01 7,45E-01
IgGl A2B trajanje 1,21 (1,03 -1,42) 1,83E-02 1,02E-01
IgG1_A2F trajanje 1,04 (0,89 -1,21) 6,33E-01 7,78E-01
IgG1l A2G trajanje 1,02 (0,87 - 1,20) 7,90E-01 8,79E-01
IgG1l A2GS trajanje 1,08 (0,93 - 1,25) 3,17E-01 5,46E-01
IgG1 A2S trajanje 1,07 (0,91 - 1,25) 4,18E-01 6,26E-01
IgG1_agal trajanje 0,99 (0,84 - 1,16) 8,68E-01 9,19E-01
IgG1_digal trajanje 1,03 (0,88 -1,21) 6,86E-01 8,25E-01
IgG1 monogal trajanje 1 (0,86 -1,17) 9,79E-01 9,87E-01
IgG1_sial trajanje 1,06 (0,91 - 1,24) 4,68E-01 6,59E-01
IgG23 A2B trajanje 1,3 (1,11 -1,52) 1,11E-03 2,00E-02
1gG23 A2F trajanje 1,1 (0,95 - 1,28) 1,99E-01] 4,28E-01
19G23 A2G trajanje 0,86 (0,73 - 1,00) 5,52E-02 2,10E-01
1gG23_A2GS trajanje 1,03 (0,88 - 1,20) 7,28E-01 8,35E-01
IgG23 A2S trajanje 0,88 (0,75 - 1,03) 1,06E-01 2,99E-01
1gG23 agal trajanje 1,17 (1,00 - 1,37) 5,26E-02 2,04E-01
IgG23_digal trajanje 0,87 (0,74 - 1,03) 9,84E-02 2,85E-01
IgG23 _monogal trajanje 0,86 (0,74 - 1,00) 5,61E-02 2,11E-01
IgG23_sial trajanje 0,87 (0,74 - 1,02) 7,90E-02 2,52E-01
IgG4 _A2FB trajanje 1,1 (0,93 -1,29) 2,81E-01 5,18E-01
IgG4 A2FG trajanje 0,92 (0,78 - 1,08) 3,03E-01 5,36E-01
IgG4 _A2FGS trajanje 1,02 (0,88 -1,19) 8,07E-01 8,91E-01
IgG4_A2FS trajanje 0,95 (0,81-1,11) 5,41E-01 7,08E-01
IgG4_agal trajanje 1,08 (0,92 -1,27) 3,34E-01] 5,58E-01
IgG4 _digal trajanje 0,9 (0,77 - 1,06) 2,17E-01] 4,54E-01
IgG4 monogal trajanje 0,93 (0,80 - 1,09) 3,71E-01 5,82E-01
IgG4_sial trajanje 0,93 (0,80 - 1,09) 3,85E-01 5,96E-01
IgG1l A2B operacija 1,31 (1,12 - 1,53) 7,60E-04 1,43E-02
IgG1_A2F operacija 0,92 (0,79 - 1,07) 2,68E-01 5,12E-01
IgG1l A2G operacija 0,93 (0,80 - 1,09) 3,92E-01 6,02E-01
IgG1l A2GS operacija 0,85 (0,73 - 0,99) 3,23E-02 1,49E-01
IgG1 A2S operacija 0,88 (0,75 - 1,03) 1,18E-01 3,10E-01
IgG1l agal operacija 1,06 (0,90 - 1,24) 4,87E-01 6,71E-01
IgG1 digal operacija 0,91 (0,77 - 1,07) 2,54E-01 4,98E-01
IgG1 monogal operacija 1,05 (0,90 - 1,22) 5,34E-01 7,08E-01
IgG1 sial operacija 0,88 (0,75 -1,03) 1,07E-01 2,99E-01
IgG23 A2B operacija 1,4 (1,19 - 1,64) 2,46E-05 9,26E-04
19G23 A2F operacija 1,09 (0,94 -1,27) 2,44E-01 4,89E-01
1gG23 A2G operacija 0,78 (0,66 - 0,91) 1,87E-03 2,98E-02
19G23 A2GS operacija 0,85 (0,73 - 0,98) 2,89E-02 1,36E-01
IgG23 A2S operacija 0,72 (0,61 - 0,85) 5,34E-05 1,38E-03
IgG23 agal operacija 1,29 (1,10 - 1,51) 1,83E-03 2,98E-02
IgG23_digal operacija 0,78 (0,66 - 0,92) 2,64E-03 3,60E-02
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IgG23 _monogal operacija 0,82 (0,70 - 0,95) 9,65E-03 6,89E-02
IgG23_sial operacija 0,72 (0,61 - 0,84) 3,38E-05 1,17E-03
IgG4 A2FB operacija 1,3 (1,10 - 1,53) 2,02E-03 2,98E-02
IgG4 A2FG operacija 0,89 (0,76 - 1,04) 1,52E-01 3,66E-01
IgG4 A2FGS operacija 0,86 (0,74 - 1,00) 4,71E-02 1,88E-01
IgG4 A2FS operacija 0,84 (0,71 - 0,98) 2,60E-02 1,31E-01
IgG4_agal operacija 1,11 (0,95 - 1,30) 1,85E-01 4,17E-01
IgG4_digal operacija 0,87 (0,74 - 1,02) 8,46E-02 2,65E-01
IgG4_monogal operacija 0,92 (0,79 - 1,07) 2,74E-01 5,12E-01
IgG4_sial operacija 0,83 (0,71 - 0,98) 2,22E-02 1,20E-01
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Slika 3.4.1Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i klirtkih obiljezja CD-a (trajanje, lokacija,
ponasanje i operacija). Za sve potklase lgG-a,ageki su omjeri izgleda (OR) za povezanost deniltira
glikozilacijskih svojstava i klinikih obiljezja CD-a (trajanje bolesti: <5 godina= godina=1, lokacija bolesti:
L1 (terminalni ileum)=0, L3 (ileum i debelo crije)xl, ponaSanje bolesti: B1 (upalna CD)=0, B2 (saj#a
CD) + B3 (perforirajga CD)=1 te operacija: ne=0, da=1). Stupci (dvay) prikazuju pozitivne/negativhe OR-
ove. Derivirana glikozilacijska svojstva: agalaktazija (agal, udio agalaktoziliranih glkana), digitozilacija
(digal, udio digalaktoziliranih glikana) i sijaliracija (sial, udio sijaliniziranih glikana) opisaesa u tablicama
2.3.5.3-2.3.5.4, a njihove glikoforme u tablici .3.1Analiza povezanosti deriviranih glikozilacijekévojstava i
klini¢kih obiljezja CD-a provedena je logidtom regresijom uz dob i spol kao dodatne kovarijStatisteki

znaajni rezultati ozn&eni su zvjezdicom (*) (tablica 3.3.2), prilateno iz Simurina et al, 2078

Rezultati za pojedirime IgG glikoforme su prikazani u Tablici 3.42.
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Tablica 3.4.2Povezanost IgG Fc-glikana i kiikih obiljeZja CD-a (trajanje, lokacija, ponaSanjeperacija).
Povezanost 1gG Fc-glikana i klikih obiljezja CD-a (trajanje bolesti: <5 godina=86 godina=1, lokacija
bolesti: L1 (terminalni ileum)=0, L2 (debelo crigy1 ili L1=0, L3 (ileum i debelo crijevo)=0 ili .20, L3=1,
ponasanje bolesti: B1 (upalna CD)=0, B2 (suzaiajoD) + B3 (perforirajta CD)=1 te operacija: ne=0, da=1)
analizirana je logistkom regresijom uz dob i spol kao kovariijate. Pziai su omjeri izgleda (OR) uz interval
pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijednosti te prildgoe P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korgkaa
viSestruko testiranjenE5 %). Prilagdene, statistiki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. $kra imena

glikana opisana su u tablici 2.3.5.2, prildgno iz Simurina et al, 2078

ClLET sllc:”jleciljfce) I gac vrijegnost vriFj?trallinzst
1gG1_GO ponasanje NA (NA - NA) NA NA
lgG1_GOF ponasanje 1,15 (0,99 - 1,34) 7,43E-02 2,45E-01
IgG1_GOFN ponasanje 1,15 (0,98 - 1,34) 7,93E-02 2,52E-01
IgGl1_G1 ponasanje 1,07 (0,93 -1,24) 3,34E-01 5,58E-01
IgG1_G1F ponasanje 0,87 (0,75 -1,01) 6,83E-02 2,36E-01
IgG1_G1FN ponasanje 1,11 (0,95 - 1,28) 1,82E-01 4,11E-01
lgG1l_G1FS ponasanje 0,97 (0,84 -1,12) 6,87E-01 8,25E-01
IgG1_GI1N ponasanje 1,07 (0,93 -1,24) 3,36E-01 5,58E-01
IgG1_G1S ponasanje 0,89 (0,77 - 1,03) 1,10E-01 3,01E-01
IgGl_G2 ponasanje 0,94 (0,81 -1,09) 4,44E-01 6,42E-01
IgG1_G2F ponaSanje 0,79 (0,67 - 0,92) 2,70E-03 3,60E-02
IlgG1_G2FN ponasanje 0,93 (0,80 - 1,08) 3,51E-01 5,69E-01
IgG1_G2FNS ponaSanje 0,97 (0,85-1,12) 7,23E-01 8,35E-01
lgG1l_G2FS ponasanje 0,81 (0,69 - 0,95) 9,08E-03 6,62E-02
IgG1l _G2FS2 ponasanje 0,82 (0,70 - 0,96) 1,02E-02 6,99E-02
IgG1_G2S ponasanje 0,92 (0,79 - 1,07) 2,74E-01 5,12E-01
IgG1l_M5G1S1F ponasanje 0,82 (0,70 - 0,95) 8,76E-03 6,59E-02
1gG23_GO0 ponasanje 1,03 (0,89-1,19) 6,75E-01 8,18E-01
IgG23_GOF ponasanje 1,41 (1,20 - 1,65) 1,32E-05 5,48E-04
1gG23_GOFN ponasanje 1,46 (1,24 -1,71) 1,82E-06§ 8,38E-05
1gG23_G1 ponasanje 0,89 (0,77 - 1,03) 1,11E-01 3,02E-01
IgG23_G1F ponaSanje 0,75 (0,65 - 0,88) 1,99E-04 4,35E-03
1gG23_G1FN ponasanje 0,94 (0,81-1,10) 4,58E-01 6,54E-01
IgG23_G1FNS ponasanje 1,14 (0,99 - 1,32) 7,12E-02 2,38E-01
IgG23_G1FS ponaSanje 0,74 (0,64 - 0,86) 4,93E-05 1,36E-03
1gG23_G2 ponasanje 0,81 (0,70 - 0,94) 5,60E-03 5,63E-02
IgG23_G2F ponaSanje 0,66 (0,56 - 0,78) 4,80E-07 2,48E-05
IgG23_G2FN ponasanje 0,82 (0,70 - 0,97) 1,61E-02 9,63E-02
1gG23_G2FNS ponasanje 0,92 (0,79 - 1,06) 2,31E-01 4,75E-01
IgG23_G2FS ponaSanje 0,66 (0,56 - 0,78) 3,54E-07 2,48E-05
1gG23_G2FS2 ponasanje 0,74 (0,63-0,87) 1,25E-04 2,87E-03
1gG23_G2S ponasanje 0,84 (0,72 - 0,98) 2,23E-02 1,20E-01
IgG23_M5G1S1F ponasanje 0,83 (0,71 -0,97) 1,63E-02 9,63E-02
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IgG4_GOF ponaganje | 1,22 (1,05 - 1,42) 1,03E-02 6,99E-02
IgG4_GOFN ponasanje | 1,16 (1,00 - 1,36) 5,64E-02 2,11E-01
IgG4_G1F ponaSanje 0,79 (0,68 - 0,92) 1,96E-03 2,98E-02
IgG4_G1FN ponasanje | 0,96 (0,82 - 1,12) 5,77E-01 7,35E-01
IgG4_G1FNS ponaSanje 11 (0,95 -1,27) 2,17E-01 4,54E-01
IgG4_G1FS ponasanje | 0,84 (0,72 - 0,97) 1,91E-02 1,05E-01
19G4_G2F ponasanje 0,8 (0,69 - 0,94) 5,71E-03 5,63E-02
IgG4_G2FN ponasanje 0,91 (0,78 - 1,06) 2,24E-01 4,66E-01
IgG4_G2FNS ponadanje | 0,97 (0,83 - 1,13) 6,91E-01 8,26E-01
IgG4_G2FS ponaSanje 0,8 (0,68 - 0,93) 4,32E-03 5,23E-02
IgG4_G2FS2 ponasanje | 0,98 (0,85 - 1,14) 8,36E-01 9,02E-01
IgG1_GO 'f'l‘\";‘scﬂg NA (NA - NA) NA NA
IgG1_GOF 'f'l‘\";‘scﬁg 1,19 (0,97 - 1,47) 9,50E-02 2,83E-01
lokacija
IgG1_GOFN rosle 1,02 (0,83 - 1,27) 8,35E-01 9,02E-01
IgG1_G1 'f'l‘\";‘scﬁg 0,92 (0,75 - 1,13) 4,22E-01 6,27E-01
IgG1_G1F 'f'l‘\";‘scﬁg 0,93 (0,76 - 1,15) 5,17E-01 6,98E-01
lokacija
IgG1_G1FN Croste 0,82 (0,66 - 1,01) 5,49E-02 2,10E-01
lokacija
IgG1_G1FS Closls 1,02 (0,84 - 1,25) 8,38E-01 9,02E-01
IgG1_G1N 'f'l‘\";‘scﬂg 0,87 (0,70 - 1,08) 1,89E-01 4,18E-01
IgG1_G1S 'f'l‘\";‘scﬂg 0,85 (0,69 - 1,05) 1,17E-01 3,10E-01
lokacija
IgG1_G2 sty 0,98 (0,80 - 1,21) 8,81E-01 9,24E-01
IgG1_G2F 'f'l‘\";‘scﬂg 0,94 (0,76 - 1,17) 5,92E-01 7,45E-01
lokacija
IgG1_G2FN Crosts 0,85 (0,69 - 1,05) 1,32E-01 3,31E-01
IgG1_G2FNS 'f'l‘\";‘scﬁg 0,88 (0,72 - 1,08) 2,26E-01 4,68E-01
lokacija
IgG1_G2FS st 0,86 (0,69 - 1,06) 1,62E-01 3,82E-01
IgG1_G2FS2 lokacija 0,9 (0,73 - 1,11) 3,22E-01] 5,46E-01
L1lvsL2
lokacija
IgG1_G2S rosle 1 (0,82 - 1,23) 9,85E-01 9,89E-01
IgG1_M5G1S1F 'f'l‘\";‘scﬁg 1,05 (0,86 - 1,28) 6,56E-01 7,96E-01
lokacija
IgG23_GO Ciosts 1,02 (0,83 - 1,24) 8,84E-01 9,24E-01
lokacija
IgG23_GOF sty 1,18 (0,95 - 1,47) 1,24E-01 3,19E-01
IgG23_GOFN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,84 (0,67 - 1,04) 1,12E-01 3,02E-01
lokacija
IgG23_G1 sty 0,99 (0,81 - 1,21) 9,02E-01 9,35E-01
lokacija
IgG23_G1F st 0,96 (0,78 - 1,18) 7,03E-01 8,34E-01
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IgG23_G1FN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,73 (0,58 - 0,91) 4,57E-03 5,26E-02
IgG23_G1FNS 'f'l‘\";‘scﬂg 1,12 (0,92 - 1,38) 2,55E-01 4,98E-01
IgG23_G1FS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,92 (0,75 - 1,13) 4,45E-01 6,42E-01
IgG23_G2 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,97 (0,79 - 1,19) 7,93E-01 8,79E-01
IgG23_G2F 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,95 (0,76 - 1,18) 6,23E-01 7,77E-01
IgG23_G2FN 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,81 (0,64 - 1,01) 5,84E-02 2,16E-01
IgG23_G2FNS 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,92 (0,75 - 1,13) 4,18E-01 6,26E-01
IgG23_G2FS 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,93 (0,75 - 1,16) 5,33E-01 7,08E-01
IgG23_G2FS2 'I‘_"l‘\‘;‘scﬂg 0,84 (0,67 - 1,04) 9,76E-02 2,85E-01
IgG23_G2S 'f'l‘\";‘scﬂg 1,01 (0,82 - 1,23) 9,44E-01 9,65E-01
IgG23_M5G1S1F 'f'l‘\";‘scﬂg 1,38 (1,13 - 1,69) 1,60E-03  2,76E-02
IgG4_GOF 'f'l‘\";‘scﬂg 1,13 (0,92 - 1,40) 2,51E-01 4,96E-01
IgG4_GOFN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,85 (0,68 - 1,06) 1,46E-01 3,59E-01
IgG4_G1F 'f'l‘\";‘scﬂg 1,12 (0,91 - 1,39) 2,83E-01 5,18E-01
IgG4_G1FN 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,82 (0,66 - 1,02) 7,13E-02 2,38E-01
IgG4_G1FNS 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,79 (0,64 - 0,98) 2,66E-02 1,31E-01
IgG4_G1FS 'f'l‘\‘;‘scﬁg 1,08 (0,88 - 1,33) 4,34E-01 6,37E-01
IgG4_G2F 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,9 (0,72 - 1,12) 3,28E-01] 5,54E-01
IgG4_G2FN 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,83 (0,66 - 1,03) 8,60E-02 2,65E-01
IgG4_G2FNS 'I‘_"l‘\‘;‘scﬂg 0,04 (0,76 - 1,16) 5,56E-01 7.17E-01
IgG4_G2FS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,93 (0,75 - 1,15) 5,07E-01 6,90E-01
IgG4_G2FS2 'f'l‘\";‘scﬂg 0,97 (0,79 - 1,20) 7,94E-01 8,79E-01
IgG1_GO 'f'l‘\";‘scﬂg NA (NA - NA) NA NA
IgG1_GOF 'f'l‘\";‘scﬂg 1,2 (1,01 - 1,42) 3,79E-02 1,67E-01
IgG1_GOFN 'f'l‘\";‘scﬂg 1,17 (0,98 - 1,40) 8,80E-02 2,68E-01
IgG1_G1 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,87 (0,74 - 1,03) 1,05E-01 2,99E-01
IgG1_G1F 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,92 (0,78 - 1,09) 3,52E-01 5,69E-01
IgG1_G1FN 'f'l‘\‘;‘scﬁg 0,86 (0,73 - 1,02) 8,08E-02 2,55E-01
IgG1_G1FS 'f'l‘\‘;‘scﬁg 1,17 (1,00 - 1,38) 4,93E-02 1,95E-01
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IgG1_G1N 'f'l‘\";‘scﬁg 0,87 (0,74 - 1,03) 1,10E-01 3,01E-01
IgG1_G1S 'f'l‘\";‘scﬂg 0,86 (0,73 - 1,01) 6,26E-02 2,23E-01

IgG1_G2 'f'l‘\";‘scﬂg 0,9 (0,76 - 1,06) 1,87E-01] 4,18E-01
IgG1_G2F 'f'l‘\";‘scﬂg 0,86 (0,72 - 1,02) 9,00E-02 2,70E-01
IgG1_G2FN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,81 (0,69 - 0,96) 1,67E-02 9,76E-02
IgG1_G2FNS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,92 (0,79 - 1,08) 3,15E-01 5,46E-01
IgG1_G2FS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,96 (0,81 - 1,14) 6,47E-01 7,90E-01
IgG1_G2FS2 'f'l‘\";‘scﬁg 0,91 (0,77 - 1,08) 2,98E-01 5,31E-01
IgG1_G2S 'f'l‘\";‘scﬁg 0,94 (0,80 - 1,11) 4,75E-01 6,65E-01
IgG1_M5G1S1F 'f'l‘\";‘scﬁg 1,03 (0,88 - 1,21) 7,09E-01 8,35E-01
IgG23_GO 'f'l‘\";‘scﬁg 1,01 (0,86 - 1,18) 9,51E-01 9,70E-01
IgG23_GOF 'f'l‘\";‘scﬁg 1,26 (1,06 - 1,50) 7,37E-03 5,98E-02
IgG23_GOFN 'f'l‘\";‘scﬂg 1,1 (0,92 - 1,31) 2,93E-01] 5,28E-01
I9gG23_G1 'f'l‘\";‘scﬂg 0,93 (0,79 - 1,08) 3,36E-01 5,58E-01
IgG23_G1F 'f'l‘\";‘scﬂg 0,92 (0,78 - 1,09) 3,53E-01 5,69E-01
IgG23_G1FN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,79 (0,66 - 0,94) 6,90E-03 5,83E-02
IgG23_G1FNS 'f'l‘\";‘scﬂg 1,13 (0,96 - 1,32) 1,44E-01 3,58E-01
IgG23_G1FS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,94 (0,80 - 1,10) 4,15E-01 6,26E-01
IgG23_G2 'f'l‘\";‘scﬁg 0,86 (0,73 - 1,01) 6,31E-02 2,23E-01
IgG23_G2F 'f'l‘\";‘scﬁg 0,8 (0,67 - 0,95) 1,11E-02 7,27E-02
IgG23_G2FN 'f'l‘\";‘scﬁg 0,73 (0,61 - 0,87) 4,39E-04  9,09E-03
IgG23_G2FNS 'f'l‘\";‘scﬁg 0,95 (0,81 - 1,12) 5,44E-01 7,08E-01
IgG23_G2FS 'f'l‘\";‘scﬁg 0,81 (0,68 - 0,97) 1,75E-02 9,94E-02
IgG23_G2FS2 'f'l‘\";‘scﬂg 0,85 (0,72 - 1,01) 6,16E-02 2,22E-01
IgG23_G2S 'f'l‘\";‘scﬂg 0,89 (0,76 - 1,05) 1,54E-01 3,66E-01
IgG23_M5G1S1F 'f'l‘\";‘scﬂg 1,23 (1,04 - 1,46) 1,48E-02 9,30E-02
IgG4_GOF 'f'l‘\";‘scﬂg 1,19 (1,00 - 1,41) 4,49E-02 1,84E-01
IgG4_GOFN 'f'l‘\";‘scﬂg 1,1 (0,93 - 1,31) 2,72E-01] 5,12E-01
IgG4_G1F 'f'l‘\";‘scﬂg 0,93 (0,78 - 1,09) 3,68E-01 5,79E-01
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IgG4_G1FN 'f'l‘\";‘scﬁg 0,87 (0,73 - 1,03) 1,09E-01 3,01E-01
IgG4_G1FNS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,92 (0,78 - 1,08) 3,20E-01 5,46E-01
IgG4_G1FS 'f'l‘\";‘scﬂg 1,02 (0,87 - 1,20) 8,16E-01 8,98E-01
IgG4_G2F 'f'l‘\";‘scﬂg 0,77 (0,65 - 0,92) 3,44E-03  4,32E-02
IgG4_G2FN 'f'l‘\";‘scﬂg 0,76 (0,64 - 0,91) 2,53E-03  3,60E-02
IgG4_G2FNS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,96 (0,81 - 1,14) 6,36E-01 7,79E-01
IgG4_G2FS 'f'l‘\";‘scﬂg 0,83 (0,70 - 0,98) 2,83E-02 1,36E-01
IgG4_G2FS2 'f'l‘\";‘scﬁg 1,05 (0,89 - 1,23) 5,54E-01 7,17E-01
IgG1_GO 'f;\";‘scﬁg NA (NA - NA) NA NA
IgG1_GOF 'f;\";‘scﬁg 0,97 (0,78 - 1,19) 7,48E-01 8,50E-01
IgG1_GOFN 'f;\";‘scﬁg 1,09 (0,88 - 1,36) 4,20E-01 6,26E-01
IgG1_G1 'f;\";‘scﬁg 0,98 (0,80 - 1,20) 8,18E-01 8,98E-01
IgG1_G1F 'fé‘\";‘scﬂg 1,01 (0,82 - 1,25) 9,03E-01 9,35E-01
IgG1_G1FN 'f;\"j‘scﬂg 1,07 (0,87 - 1,32) 4,95E-01 6,79E-01
IgG1_G1FS 'f;\"j‘scﬂg 1,14 (0,93 - 1,40) 1,89E-01 4,18E-01
IgG1_G1N 'f;\"j‘scﬂg 1,02 (0,83 - 1,26) 8,22E-01 9,00E-01
IgG1_G1S 'f;\"j‘scﬂg 1,04 (0,85 - 1,27) 6,77E-01 8,18E-01
IgG1_G2 'f;\"j‘scﬂg 0,94 (0,77 - 1,15) 5,65E-01 7,22E-01
IgG1_G2F 'f;\";‘scﬁg 0,93 (0,75 - 1,16) 5,31E-01 7,08E-01
IgG1_G2FN 'f;\";‘scﬁg 0,99 (0,80 - 1,22) 9,01E-01 9,35E-01
IgG1_G2FNS 'f;\";‘scﬁg 1,04 (0,85 - 1,27) 7,08E-01 8,35E-01
IgG1_G2FS 'f;\";‘scﬁg 1,13 (0,91 - 1,40) 2,66E-01 5,12E-01
IgG1_G2FS2 'f;\";‘scﬁg 1,02 (0,83 - 1,25) 8,76E-01 9,20E-01
IgG1_G2S 'fé‘\";‘scﬂg 0,97 (0,79 - 1,19) 7,46E-01 8,50E-01
IgG1_M5G1S1F 'f;\"j‘scﬂg 1 (0,82 - 1,21) 9,62E-01 9,74E-01
IgG23_GO 'f;\"j‘scﬂg 1,01 (0,82 - 1,23) 9,57E-01 9,73E-01
IgG23_GOF 'f;\"j‘scﬂg 1,04 (0,84 - 1,29) 7,11E-01 8,35E-01
IgG23_GOFN 'f;\"j‘scﬂg 1,25 (1,01 - 1,56) 4,03E-02 1,76E-01
I9gG23_G1 'f;\"j‘scﬂg 0,97 (0,80 - 1,18) 7,70E-01 8,69E-01
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IgG23_G1F 'f;\";‘scﬁg 0,98 (0,80 - 1,21) 8,68E-01 9,19E-01

IgG23_G1FN 'fé‘\";‘scﬂg 1,09 (0,88 - 1,36) 4,29E-01 6,34E-01

IgG23_G1FNS 'f;\"j‘scﬂg 0,94 (0,76 - 1,15) 5,23E-01 7,03E-01

IgG23_G1FS 'f;\"j‘scﬂg 1,02 (0,83 - 1,25) 8,29E-01 9,01E-01

IgG23_G2 'f;\"j‘scﬂg 0,93 (0,76 - 1,12) 4,37E-01 6,38E-01
lokacija

IgG23_G2F Covsla 0,87 (0,70 - 1,08) 1,93E-01 4,21E-01

IgG23_G2FN 'f;\"j‘scﬂg 0,92 (0,74 - 1,15) 4,66E-01 6,59E-01

IgG23_G2FNS 'f;\";‘scﬁg 0,98 (0,81 - 1,20) 8,72E-01 9,20E-01

IgG23_G2FS 'f;\";‘scﬁg 0,89 (0,72 - 1,11) 3,01E-01 5,36E-01

IgG23_G2FS2 'f;\";‘scﬁg 0,99 (0,81 - 1,21) 9,10E-01 9,39E-01
lokacija

IgG23_G2S st 0,92 (0,75 - 1,12) 3,86E-01 5,96E-01

IgG23_M5G1S1F 'f;\";‘scﬁg 0,87 (0,71 - 1,06) 1,62E-01 3,82E-01

IgG4_GOF 'fé‘\";‘scﬂg 1,03 (0,83 - 1,28) 7,82E-01 8,76E-01
lokacija

IgG4_GOFN Covsls 1,27 (1,02 - 1,59) 3,24E-02 1,49E-01

IgG4_G1F 'f;\"j‘scﬂg 0,87 (0,70 - 1,07) 1,80E-01 4,10E-01
lokacija

IgG4_G1FN Lovsla 1,08 (0,86 - 1,35) 4,99E-01 6,82E-01
lokacija

IgG4_G1FNS Lovsla 1,12 (0,91 - 1,38) 2,90E-01 5,27E-01
lokacija

IgG4_G1FS Lvsla 0,98 (0,80 - 1,20) 8,47E-01 9,07E-01

IgG4_G2F 'f;\";‘scﬁg 0,87 (0,70 - 1,08) 2,03E-01 4,36E-01
lokacija

IgG4_G2FN st 0,93 (0,75 - 1,15) 4,87E-01 6,71E-01
lokacija

IgG4_G2FNS st 1,04 (0,84 - 1,29) 7,19E-01 8,35E-01
lokacija

IgG4_G2FS st 0,9 (0,73 -1,11) 3,46E-01 5,67E-01
lokacija

IgG4_G2FS2 st 1,08 (0,88 - 1,34) 4,44E-01 6,42E-01

1gG1_GO trajanje NA (NA - NA) NA NA

IgG1_GOF trajanje 0,94 (0,80 - 1,10) 4,55E-01 6,54E-01

IgG1_GOFN trajanje 1,14 (0,97 - 1,34) 1,14E-01 3,02E-01

IgG1_G1 trajanje 0,94 (0,81 - 1,09) 4,20E-01 6,26E-01

IgGl_G1F trajanje 0,92 (0,79 - 1,07) 2,81E-01 5,18E-01

IgG1_G1FN trajanje 1,17 (1,00 - 1,37) 4,67E-02 1,88E-01

IgG1l_G1FS trajanje 1,06 (0,91 -1,22) 4,58E-01 6,54E-01

IgG1_GIN trajanje 1,05 (0,90 - 1,22) 5,14E-01 6,98E-01

IgG1_G1S trajanje 1,05 (0,90 - 1,22) 5,26E-01 7,05E-01

IgGl_G2 trajanje 0,94 (0,81-1,10) 4,37E-01 6,38E-01
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IgG1_G2F trajanje 1,02 (0,87 - 1,20) 7,85E-01 8,76E-01
lgG1_G2FN trajanje 1,11 (0,95 - 1,29) 1,97E-01 4,27E-01
IgG1_G2FNS trajanje 1,06 (0,91 -1,22) 4,73E-01 6,64E-01
lgG1l_G2FS trajanje 1,08 (0,92 - 1,26) 3,63E-01 5,78E-01
IgG1_G2FS2 trajanje 1,11 (0,95 - 1,30) 1,71E-01 3,98E-01

IgG1_G2S trajanje 0,97 (0,84 -1,13) 7,18E-01 8,35E-01

IgG1_M5GI1S1F trajanje 0,93 (0,80 - 1,07) 3,08E-01 5,43E-01
1gG23_GO0 trajanje 0,99 (0,85 -1,15) 8,73E-01 9,20E-01

IgG23_GOF trajanje 1,09 (0,93 - 1,28) 2,69E-01 5,12E-01
1gG23_GOFN trajanje 1,37 (1,16 - 1,61) 1,24E-04 2,87E-03

1gG23_G1 trajanje 0,87 (0,75 -1,01) 6,72E-02 2,34E-01
19G23_G1F trajanje 0,87 (0,75 -1,02) 7,88E-02 2,52E-01
IgG23_G1FN trajanje 1,04 (0,89 - 1,22) 6,33E-01 7,78E-01

IgG23_G1FNS trajanje 1,17 (2,00 - 1,36) 4,20E-02 1,78E-01
19G23_G1FS trajanje 0,84 (0,72 - 0,98) 2,46E-02 1,27E-01
1gG23_G2 trajanje 0,89 (0,76 - 1,03) 1,21E-01 3,14E-01
19G23_G2F trajanje 0,88 (0,75 -1,03) 1,12E-01 3,02E-01
IgG23_G2FN trajanje 0,94 (0,80-1,11) 4,65E-01 6,59E-01
1gG23_G2FNS trajanje 1,13 (0,98 - 1,31) 9,75E-02 2,85E-01
19G23_G2FS trajanje 0,86 (0,73 -1,01) 5,90E-02 2,16E-01
1gG23_G2FS2 trajanje 1,06 (0,91 -1,23) 4,64E-01 6,59E-01
1gG23_G2S trajanje 0,83 (0,71 -0,97) 1,61E-02 9,63E-02
IgG23_M5G1S1F trajanje 0,85 (0,73 - 1,00) 4,21E-02 1,78E-01
19G4_GOF trajanje 1,04 (0,89 - 1,22) 6,31E-01 7,78E-01
IlgG4_GOFN trajanje 1,14 (0,97 - 1,35) 1,02E-01 2,94E-01

IgG4_G1F trajanje 0,92 (0,78 - 1,07) 2,75E-01 5,12E-01
IgG4_G1FN trajanje 1 (0,85-1,17) 9,89E-01 9,89E-01
lgG4_G1FNS trajanje 0,96 (0,82-1,11) 5,62E-01 7,20E-01
IgG4_G1FS trajanje 0,95 (0,82-1,11) 5,39E-01 7,08E-01

IgG4_G2F trajanje 0,9 (0,77 - 1,06) 2,06E-01 4,39E-01
IgG4_G2FN trajanje 0,92 (0,78 - 1,08) 2,97E-01 5,31E-01
IgG4_G2FNS trajanje 1,03 (0,88 - 1,20) 7,27E-01 8,35E-01
lgG4_G2FS trajanje 0,89 (0,76 - 1,04) 1,53E-01 3,66E-01
IgG4_G2FS2 trajanje 1,09 (0,93 - 1,26) 2,93E-01 5,28E-01

1gG1_GO operacija NA (NA - NA) NA NA

IgG1_GOF operacija 1,01 (0,86 - 1,18) 9,43E-01 9,65E-01
IgG1_GOFN operacija 1,19 (1,02 - 1,40) 2,72E-02 1,33E-01

IgGl_G1 operacija 1,11 (0,95 - 1,28) 1,79E-01 4,10E-01

IgGl_G1F operacija 0,85 (0,73 -0,99) 3,40E-02 1,53E-01
IgG1_GI1FN operacija 1,26 (1,08 - 1,47) 3,29E-03 4,25E-02
IgG1l_G1FS operacija 0,93 (0,80 - 1,07) 3,10E-01 5,43E-01

lgG1_GIN operacija 1,2 (1,03 -1,40) 1,57E-02 9,63E-02

IgGl_G1S operacija 0,98 (0,84 -1,13) 7,53E-01 8,55E-01

IgGl_G2 operacija 1,01 (0,87 -1,17) 9,04E-01 9,35E-01

IgG1_G2F operacija 0,88 (0,75 - 1,04) 1,35E-01 3,36E-01
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lgG1l_G2FN operacija 1,07 (0,92 - 1,25) 3,83E-01 5,96E-01
lgG1_G2FNS operacija 0,96 (0,82-1,11) 5,39E-01 7,08E-01
IgG1l_G2FS operacija 0,9 (0,77 - 1,06) 1,93E-01 4,21E-01
lgG1l_G2FS2 operacija 0,89 (0,76 - 1,04) 1,50E-01 3,65E-01
IgGl_G2S operacija 0,97 (0,83-1,13) 6,94E-01 8,29E-01
IlgG1l_M5G1S1F operacija 0,93 (0,80 - 1,08) 3,55E-01 5,69E-01
1gG23_GO0 operacija 1,09 (0,94 - 1,26) 2,45E-01 4,89E-01
1gG23_GOF operacija 1,18 (1,01 -1,39) 3,41E-02 1,53E-01
IgG23_GOFN operacija 1,51 (1,28 - 1,77) 3,87E-07 2,48E-05
1gG23_G1 operacija 0,89 (0,77 - 1,04) 1,32E-01 3,31E-01
IgG23_G1F operacija 0,81 (0,70 - 0,95) 8,04E-03 6,16E-02
1gG23_G1FN operacija 1,12 (0,96 - 1,31) 1,53E-01 3,66E-01
IgG23_G1FNS operacija 1,11 (0,95 - 1,28) 1,79E-01 4,10E-01
IgG23_G1FS operacija 0,73 (0,62 - 0,85) 3,83E-05 1,22E-03
1gG23_G2 operacija 0,88 (0,76 - 1,03) 1,06E-01 2,99E-01
IgG23_G2F operacija 0,79 (0,67 - 0,93) 4,42E-03 5,23E-02
1gG23_G2FN operacija 0,98 (0,84 - 1,15) 8,24E-01 9,00E-01
1gG23_G2FNS operacija 0,96 (0,83-1,12) 6,23E-01 7,77E-01
1gG23_G2FS operacija 0,75 (0,64 - 0,89) 5,50E-04 1,08E-02
19G23_G2FS2 operacija 0,87 (0,75 -1,02) 7,45E-02 2,45E-01
1gG23_G2S operacija 0,88 (0,75 -1,02) 8,90E-02 2,69E-01
1gG23_M5G1S1F operacija 0,88 (0,76 - 1,03) 1,13E-01 3,02E-01
lgG4_GOF operacija 1,06 (0,90 - 1,24) 4,79E-01 6,67E-01
IgG4_GOFN operacija 1,23 (1,05 - 1,45) 1,12E-02 7,27E-02
IgG4_G1F operacija 0,87 (0,74 - 1,01) 6,94E-02 2,37E-01
IlgG4_G1FN operacija 1,18 (2,00 - 1,39) 4,53E-02 1,84E-01
IgG4_G1FNS operacija 1,07 (0,92 - 1,24) 3,92E-01 6,02E-01
lgG4_G1FS operacija 0,84 (0,72 - 0,98) 2,49E-02 1,27E-01
19G4_G2F operacija 0,88 (0,75 - 1,03) 1,21E-01 3,14E-01
IgG4_G2FN operacija 1,04 (0,89 - 1,22) 6,14E-01 7,70E-01
IgG4_G2FNS operacija 0,98 (0,83 -1,14) 7,74E-01 8,71E-01
IgG4_G2FS operacija 0,86 (0,73 - 1,02) 7,65E-02 2,49E-01
IgG4_G2FS2 operacija 1,02 (0,87 -1,18) 8,35E-01 9,02E-01

3.5. Utjecaj lijekova

Kod UC pacijenata zabiljeZen je porast agalaktogdate pad monogalaktoziliranih i
digalaktoziliranih glikoformi s upotrebom steroidausporedbi s mesalazinom (Tablica 3.4.1-
3.4.2¥%. Isto nije opaZzeno i kod CD pacijenta (Tablica3-3.4.4)°%
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Tablica 3.4.1Povezanost deriviranih 1gG Fc-glikozilacijskih gstava i upotrebe lijekova u UC-u. Povezanost
ljekova (AZA/6MP=0, anti-TNF=1 te bez

kortikosteroida uz mesalazin=0, kortikosteroidi=49d UC pacijenata, analizirana je logikbm regresijom uz

deriviranih

dob i spol kao kovarijate. Prikazani su omjeri &g (OR) uz interval pouzdanosti (CI) od 95 %, ife@nosti te
prilagadene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korigkma viSestruko testiranjex¥5%). Prilagdene,

statisttki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. Derivirankogilacijska svojstva izraunata su kao Sto je

IgG Fc-glikozilacijskih svojstava i

upebe

opisano u tablici 2.3.5.4, priladeno iz Simurina et al, 2018

Derivirano S . P ril. P
SVojstvo NIl G99 BEIERTY oI e vrijednost vrijpednost

anti-TNF vs.

IgG1l _A2B AZA/I6BMP 1,10 (0,85-1,41 4,71E-01, 7,58E-01
anti-TNF vs.

IgG1_A2F AZA/I6BMP 0,97 (0,75-1,26 8,38E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG1l A2G AZA/I6BMP 0,98 (0,76 - 1,28 9,05E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG1l A2GS AZA/I6BMP 1,17 (0,90-1,51 2,35E-01 4,51E-01
anti-TNF vs.

IgG1l A2S AZA/IBMP 1,08 (0,84 -1,41 5,39E-01, 8,19E-01
anti-TNF vs.

IgG1l agal AZA/I6BMP 1,06 (0,82 -1,37 6,43E-01 9,24E-01
anti-TNF vs.

IgG1 digal AZA/I6BMP 1,04 (0,80 - 1,36 7,66E-01 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG1_monogal AZAIBMP 0,84 | (0,65-1,08 1,63E-01 3,68E-01
anti-TNF vs.

IgG1 sial AZA/I6BMP 1,11 (0,86 - 1,44 4,12E-01, 6,94E-01
anti-TNF vs.

IgG23 A2B AZA/I6BMP 0,99 (0,76 - 1,28 9,29E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

1gG23 A2F AZA/I6BMP 0,98 (0,75 -1,27 8,70E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

1gG23 A2G AZA/I6BMP 0,98 (0,74 - 1,30 9,07E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

1gG23 A2GS AZA/I6BMP 0,99 (0,76 - 1,29 9,48E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG23 A2S AZA/I6BMP 0,97 (0,74 - 1,28 8,46E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG23 agal AZA/I6BMP 1,05 (0,79 - 1,39 7,40E-01 9,74E-01
anti-TNF vs.

IgG23 digal AZA/I6BMP 1,00 (0,76 - 1,33 9,87E-01, 9,87E-01
anti-TNF vs.

IgG23 _monogal AZA/I6BMP 0,88 (0,68 -1,15 3,60E-01, 6,36E-01
anti-TNF vs.

19G23 sial AZA/I6BMP 0,99 (0,75-1,30 9,19E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG4 A2FB AZA/IBMP 1,27 (0,97 - 1,67 8,09E-02 2,07E-01
anti-TNF vs.

IgG4 A2FG AZA/I6BMP 0,99 (0,76 - 1,30 9,67E-01, 9,86E-01
anti-TNF vs.

IgG4 A2FGS AZA/I6BMP 1,26 (0,97 - 1,64 7,71E-02 2,01E-01
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anti-TNF vs.
IgG4_A2FS AZAIBMP 1,08 | (0,83-1,41 5,62E-01 8,43E-01
anti-TNF vs.
IgG4_agal AZAI6MP 1,07 | (0,82-1,39 6,36E-01 9,24E-01
anti-TNF vs.
IgG4_digal AZAI6MP 1,10 | (0,84-1,43 4,76E-01 7,58E-01
anti-TNF vs.
IgG4_monogal AZAIBMP 0,81 | (0,62-1,05 1,12E-01 2,72E-01
anti-TNF vs.
IgG4_sial AZAI6MP 1,11 | (0,85-1,44 4,53E-01 7,45E-01
IgG1l _A2B Kortikosteroidi 0,82 | (0,70-0,97 2,16E-02 8,30E-02
IgG1_A2F Kortikosteroidi 1,09 (0,94 -1,28 2,64E-01 4,95E-01
IgG1l_A2G Kortikosteroidi 0,69 | (0,58-0,83 3,40E-05 5,28E-04
IgG1l A2GS Kortikosteroidi 1,00 | (0,85-1,17 9,54E-01 9,86E-01
IgG1l A2S Kortikosteroidi 0,77 | (0,64-0,91 2,33E-03 1,24E-02
IgG1_agal Kortikosteroidi 144 | (1,21-1,71 2,75E-05 5,28E-04
IgG1 digal Kortikosteroidi 0,71 (0,60 - 0,86 1,91E-04 1,55E-03
IlgG1_monogal Kortikosteroidi 0,75 (0,64 - 0,88 3,20E-04 2,30E-03
IgG1 sial Kortikosteroidi 0,77 (0,65 - 0,92 3,29E-03 1,56E-02
IgG23 A2B Kortikosteroidi 0,81 | (0,68-0,95 1,17E-02 4,81E-02
1gG23 A2F Kortikosteroidi 0,97 | (0,83-1,13 6,89E-01 9,52E-01
IgG23 A2G Kortikosteroidi 0,71 | (0,59-0,87 4,57E-04 2,87E-03
1gG23 A2GS Kortikosteroidi 1,18 | (1,01-1,38 4,02E-02 1,29E-01
19G23_A2S Kortikosteroidi 0,86 (0,72 -1,03 1,03E-01 2,54E-01
IgG23_agal Kortikosteroidi 144 | (1,19-1,74 1,23E-04 1,31E-03
IgG23_digal Kortikosteroidi 0,75 (0,62-0,91 3,11E-03 1,53E-02
IgG23 _monogal Kortikosteroidi 0,70 (0,59-0,84 4,15E-05 5,61E-04
IgG23_sial Kortikosteroidi 0,87 (0,73-1,04 1,34E-01 3,15E-01
19G4_A2FB Kortikosteroidi 0,83 (0,70 - 0,98 2,62E-02 9,53E-02
IgG4 _A2FG Kortikosteroidi 0,72 | (0,61-0,87 3,34E-04 2,30E-03
IgG4 A2FGS Kortikosteroidi 1,24 | (1,05-1,46 1,02E-02 4,40E-02
IgG4_A2FS Kortikosteroidi 0,90 (0,76 - 1,07 2,18E-01 4,35E-01
IgG4_agal Kortikosteroidi 1,40 (1,17 - 1,67 1,73E-04 1,54E-03
IgG4 _digal Kortikosteroidi 0,76 (0,64-0,91 2,78E-03 1,42E-02
IlgG4_monogal Kortikosteroidi 0,72 (0,61-0,85 1,19E-04 1,31E-03
IgG4_sial Kortikosteroidi 0,89 (0,75-1,05 1,61E-01 3,68E-01
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Tablica 3.4.2 Povezanost 1gG Fc-glikana i upotrebe lijekova u-W@ovezanost IgG Fc-glikana i upotrebe
lijekova (AZA/6MP=0, anti-TNF=1 te bez kortikostéda uz mesalazin=0, kortikosteroidi=1), kod CD
pacijenata, analizirana je logidtom regresijom uz dob i spol kao kovarijate. Priaizsu omjeri izgleda (OR)

uz interval pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijedndstiprilaga@ene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon

korekcije na viSestruko testiranja=6 %). Prilagdene, statistki znatajne P vrijednosti otisnute su masno.

Skratena imena glikana opisana su u tablici 2.3.5igideno iz Simurina et al, 2078

Glikan Klini ¢ko svojstvo OR 95% ClI vrijegnost vrﬁtreltlj.nlzst
IgG1_GO P NA | (NA-NA) NA NA
lgG1_GOF P 1,04 | (0,80-1,34)| 7,90E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG1_GOFN oD 117 | (0,91-150)| 2,27E-01 4,41E-01
IgG1_G1 ﬂ‘;;%iﬂf' 1,00 | (0,76-1,30)| 9,72E-01 9,86E-01
IgG1_G1F PTDI 075 | (0,58-097)| 285E-01 9,88E-02
IgG1_G1FN "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,01 | (0,78-1,30)| 9,65E-01 9,86E-01
IgG1_G1FS "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,02 | (0,79-1,32)| 8,55E-01 9,86E-01
IgG1_GIN P 097 | (074-1,27)| 8,46E-01 9,86E-01
IgG1_G1S P 1,09 | (0,85-1,41)| 4,83E-01 7,58E-01
IgG1_G2 P 098 | (076-1,28)| 9,07E-01 9,86E-01
IgG1_G2F ?;X;\éiﬂ‘f' 098 | (0,75-1,29)| 9,09E-01 9,86E-01
IgG1_G2FN ﬂ‘gz\gﬂ‘f‘ 111 | (0,85-1,45)| 4,28E-01 7.11E-01
IgG1_G2FNS ﬂ‘gz\gﬂ‘f‘ 074 | (0,56-0,96)| 2,26E-01 8,44E-02
IgG1_G2FS ﬂ‘gz\gﬂ‘f‘ 1,20 | (0,92-1,56)| 1,75E-01 3,75E-01
IgG1_G2FS2 ﬂ‘gz\gﬂ‘f‘ 094 | (0,72-1,22)| 6,20E-01 9,10E-01
IgG1_G2S PTDI 1,10 | (0,85-1,42)| 4,84E-01 7,58E-01
IgG1_M5G1S1F "’Z’;X/'\('S';A‘f' 0,99 | (0,77-1,28)| 9,44E-01 9,86E-01
1gG23_GO PRI 1,02 | (0,78-1,34)| 871E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG23_GOF e 1,01 | (0,77-133)| 9,25E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG23_GOFN PP 1,03 | (0,80-1,33)| 8,20E-01 9,86E-01
1gG23_G1 PRI 1,05 | (0,81-135)| 7,20E-01 9,74E-01
antiTNF vs.
IgG23_G1F P 0,86 | (0,66-1,12)| 2,66E-01 4,95E-01
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antiTNF vs.
1gG23_G1FN AZA/EMP 1,03 (0,79 - 1,36) 8,13E-01 9,86E-01
antiTNF vs. A
19G23_G1FNS AZA/EMP 0,76 (0,57 - 1,02) 5,64E-02 1,66E-01
antiTNF vs.
IgG23_G1FS AZA/BMP 0,99 (0,77-1,29)| 9,59E-01 9,86E-01
IgG23_G2 P 0,89 | (0,68-1,16)| 3,89E-01 6,65E-01
antiTNF vs.
IgG23_G2F AZA/BMP 0,97 (0,73-1,30)| 8,60E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG23_G2FN AZA/BMP 1,04 (0,78-1,38)| 7,90E-01 9,86E-01
antiTNF vs. 4
1gG23_G2FNS AZA/BMP 0,78 (0,60-1,03)| 7,67E-02 2,01E-01
antiTNF vs.
19G23_G2FS AZA/EMP 1,09 (0,83 -1,44) 5,40E-0] 8,19E-01
antiTNF vs.
1gG23_G2FS2 AZA/EMP 0,83 (0,63 - 1,09) 1,79E-01 3,75E-01
antiTNF vs.
1gG23_G2S AZA/EMP 0,93 (0,71 -1,22) 5,97E-0] 8,86E-01
IgG23_M5G1S1F "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,32 | (1,03-1,70)| 2,86E-02 9,88E-02
lgG4_GOF "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,00 | (0,76-1,30)| 9,79E-01 9,86E-01
antiTNF vs. A
IgG4_GOFN AZA/EMP 1,29 (1,00 - 1,68) 5,04E-02 1,51E-01
IgG4_G1F ﬂ‘;;%iﬂ‘ﬁ' 073 | (0,56-0,96)| 2,11E-01 8,30E-02
antiTNF vs.
lgG4_G1FN AZAIGMP 1,05 | (0,80-1,38)| 7,34E-01 9,74E-01
antiTNF vs.
lgG4_G1FNS AZAJGMP 1,14 | (0,88-1,48)| 3,34E-01 5,98E-01
antiTNF vs.
IlgG4_G1FS AZA/BMP 0,99 (0,76 -1,29)| 9,39E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG4_G2F AZA/BMP 0,99 (0,75-1,29)| 9,21E-01 9,86E-01
antiTNF vs.
IgG4_G2FN AZA/EMP 1,20 (0,92 -1,57) 1,75E-01 3,75E-01
antiTNF vs.
IgG4_G2FNS AZA/EMP 0,86 (0,65-1,13) 2,70E-01 4,97E-01
antiTNF vs.
IgG4_G2FS AZA/EMP 1,19 (0,91 - 1,55) 2,08E-01 4,23E-01
antiTNF vs.
1gG4_G2FS2 AZA/6MP 0,89 (0,67 - 1,18) 3,90E-01 6,65E-01
IgG1_GOF Kortikosteroidi 1,49 (1,25-1,76) 2,80E-0€ 1,29E-04
IgG1_GOFN Kortikosteroidi 1,09 (0,92 - 1,30) 3,12E-01 5,66E-01
IgG1_G1 Kortikosteroidi 0,97 (0,83-1,13) 6,90E-01 9,52E-01
IgG1_G1F Kortikosteroidi 0,85 (0,73 - 1,00) 4,55E-02 1,39E-01
IgG1_GI1FN Kortikosteroidi 0,75 (0,64-0,89)| 5,57E-04 3,34E-03
IgG1_G1FS Kortikosteroidi 1,16 (0,99 - 1,35) 6,60E-02 1,86E-01
[gG1_GI1N Kortikosteroidi 0,86 (0,74 -1,01) 6,97E-01 1,90E-01
IgG1_G1S Kortikosteroidi 0,93 (0,80 - 1,09) 3,65E-01 6,37E-01
IgGl_G2 Kortikosteroidi 0,86 (0,73-1,01) 6,20E-02 1,78E-01
IgG1_G2F Kortikosteroidi 0,72 (0,60-0,86)| 2,20E-04 1,69E-03
IgG1_G2FN Kortikosteroidi 0,69 (0,59 - 0,82) 1,34E-04 3,69E-04
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IgG1_G2FNS Kortikosteroidi 0,85 (0,73 - 1,00) 4,22E-02 1,32E-01
IgG1_G2FS Kortikosteroidi 0,83 (0,70 - 0,99) 3,24E-02 1,06E-01
IlgG1l_G2FS2 Kortikosteroidi 0,76 (0,65 - 0,90) 1,52E-04 8,76E-03
IgG1_G2S Kortikosteroidi 0,87 (0,74 - 1,02) 8,54E-02 2,14E-01
IgG1_M5G1S1F Kortikosteroidi 1,19 (1,01-1,40) 3,15E-02 1,06E-01
1gG23_GO0 Kortikosteroidi 1,16 (0,99 - 1,36) 7,02E-02 1,90E-01
IgG23_GOF Kortikosteroidi 1,45 (1,21-1,75)| 4,47E-04 5,61E-04
19G23_GOFN Kortikosteroidi 1,02 (0,85-1,23) 8,04E-0] 9,86E-01
1gG23_G1 Kortikosteroidi 1,04 (0,89 -1,21) 6,51E-01 9,27E-01
IgG23_G1F Kortikosteroidi 0,77 (0,65-0,91)| 2,03E-01 1,12E-02
1gG23_G1FN Kortikosteroidi 0,68 (0,58 - 0,81) 6,63E-0€ 2,29E-04
1gG23_G1FNS Kortikosteroidi 1,02 (0,87 - 1,20) 8,18E-01 9,86E-01
19G23_GI1FS Kortikosteroidi 0,97 (0,83-1,14) 7,33E-01 9,74E-01
1gG23_G2 Kortikosteroidi 0,99 (0,84 - 1,16) 8,77E-0] 9,86E-01
IgG23_G2F Kortikosteroidi 0,70 (0,58 - 0,85) 1,79E-04 1,54E-03
1gG23_G2FN Kortikosteroidi 0,65 (0,54 -0,77) 1,23E-0¢ 8,48E-05
1gG23_G2FNS Kortikosteroidi 0,80 (0,68-0,94)| 5,83E-01 2,60E-02
19G23_G2FS Kortikosteroidi 0,89 (0,75-1,07) 2,05E-01 4,21E-01
IgG23_G2FS2 Kortikosteroidi 0,80 (0,68 - 0,96) 1,19E-04 4,81E-02
19G23_G2S Kortikosteroidi 0,97 (0,83-1,14) 7,41E-01 9,74E-01
IgG23_M5G1S1F Kortikosteroidi 1,74 (1,44 -2,11) 8,41E-1( 1,16E-07
I9G4_GOF Kortikosteroidi 1,44 (1,21-1,72) 2,91E-04 5,28E-04
IgG4_GOFN Kortikosteroidi 1,06 (0,89 - 1,25) 5,24E-0] 8,13E-01
IgG4_G1F Kortikosteroidi 0,78 (0,65 -0,92) 3,42E-03 1,57E-02
IgG4_G1FN Kortikosteroidi 0,73 (0,61 - 0,86) 1,40E-04 1,38E-03
IgG4_G1FNS Kortikosteroidi 0,90 (0,76 - 1,05) 1,78E-01 3,75E-01
1gG4_G1FS Kortikosteroidi 0,97 (0,82-1,13) 6,79E-01 9,52E-01
1gG4_G2F Kortikosteroidi 0,72 (0,60 - 0,87) 4,24E-0 2,78E-03
IgG4_G2FN Kortikosteroidi 0,70 (0,59 -0,83) 3,44E-05 5,28E-04
IgG4_G2FNS Kortikosteroidi 0,88 (0,74 - 1,04) 1,19E-01 2,82E-01
19G4_G2FS Kortikosteroidi 0,89 (0,75 -1,06) 1,79E-01 3,75E-01
19G4_G2FS2 Kortikosteroidi 0,91 (0,77 - 1,06) 2,27E-01 4,41E-01
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Tablica 3.4.3Povezanost deriviranih IgG Fc-glikozilacijskih gstava i upotrebe lijekova u CD-u. Povezanost
deriviranih 1gG Fc-glikozilacijskih svojstava i upebe lijekova (AZA/6MP=0, anti-TNF=1 te bez
kortikosteroida uz mesalazin=0, kortikosteroidi=49d CD pacijenata, analizirana je logikbm regresijom uz
dob i spol kao kovariijate. Prikazani su omjeriléaa (OR) uz interval pouzdanosti (Cl) od 95 %,riRegnosti

te prilagatene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon korgkaa viSestruko testiranjei£5 %). Prilagdene,
statisttki znatajne P vrijednosti otisnute su masno. Derivirankogilacijska svojstva izkaunata su kao Sto je

opisano u tablici 2.3.5.4, priladeno iz Simurina et al, 2018

Dsecic\)/jisrz/rgo A e S O S El vrijecljnost vrirj?traili'nzst
IgG1_A2B P 0,95 | (0,75-1,19)| 6,35E-01 7,51E-01
IgG1_A2F P 114 | (091-1,42)| 252E-01 4,53E-01
IgGL_A2G P 0,73 | (0,58-0,92)| 6,35E-03 1,04E-01
IgG1_A2GS TQL’\E';';A‘I’DS' 1,00 | (0,80-1,25)| 9,94E-01 9,96E-01
IgG1_A2S P 0,82 | (0,65-1,02)| 7,42E-02 2,69E-01
IgG1_agal ?QL%FM‘;,S' 1,37 | (1,09-1,73)| 6,75E-03 1,04E-01
IgG1_digal i;‘g;/'\éFM‘;,s' 0,74 | (0,59-0,93)| 9,82E-03 1,13E-01
IgG1_monogal i;‘g;/'\éFM‘;,s' 0,78 | (0,62-0,98)| 2,70E-02 2 25E-01
lgG1._sial i;‘g;/'\éFM‘;,s' 0,83 | (0,66-1,03)| 9,33E-02 2, 78E-01
IgG23_A2B i;‘g;/'\éFM‘;,s' 0,94 | (0,75-1,18)| 6,16E-01 7.42E-01
IgG23_A2F "’X‘g\/'\éiﬂ‘;,s' 1,13 | (0,91-1,39)| 2,63E-01 4,66E-01
IgG23_A2G TQL’\E';';A‘I’DS' 0,79 | (0,63-0,99)| 3,70E-02 2,32E-01
1gG23_A2GS TQL’\E';';A‘I’DS' 1,17 | (0,95-1,46)| 1,42E-01 3,20E-01
IgG23_A2S TQL’\E';';A‘I’DS' 0,89 | (0,71-1,11)| 2,95E-01 5,10E-01
IgG23_agal TQL’\E';';A‘I’DS' 1,29 | (1,03-1,62)| 2,58E-02 2,25E-01
IgG23_digal TQL’\E';';A‘I’DS' 0,79 | (0,63-1,00)| 4,53E-02 2,32E-01
IgG23_monogal ?QL%FM‘;,S' 0,80 | (0,64-1,00)| 455E-02 232E-01
IgG23._sial a/i‘gll'\éFM‘;,s' 0,89 | (0,71-1,11)| 3,14E-01 5,18E-01
IgG4_A2FB a/i‘gll'\éFM‘;,s' 0,93 | (0,73-1,19)| 5,65E-01 7.15E-01
IgG4_A2FG a/i‘gll'\éFM‘;,s' 0,87 | (0,69-1,10)| 2,40E-01 4,48E-01
IgG4_A2FGS a/i‘gll'\éFM‘;,s' 1,00 | (0,81-1,24)| 9,96E-01 9,96E-01
IgG4_A2FS a/fg\/'\éiﬂ‘;,s' 0,90 | (0,72-1,12)| 3,34E-01 5,27E-01
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IgG4_agal T;L’\é';/l‘l’f' 1,15 | (0,91-1,44)| 2,31E-01 4,40E-01
IgG4_digal ?EL%';A‘;S' 0,86 | (0,68-1,08)| 1,86E-01 3,83E-01

IgG4_monogal ?QL%FM‘;S' 0,87 | (0,70-1,09)| 2,28E-01 4,40E-01
IgG4._sial ?QL%FM‘;S' 0,90 | (0,72-1,12)| 3,38E-01 5,27E-01
IgG1_A2B Kortikosteroidi 0,77 | (0,61-0,96) 1,80E-02 1,91E-01
I9G1_A2F Kortikosteroidi 1,02 (0,83 - 1,26) 8,53E-01 9,27E-01
IgG1_A2G Kortikosteroidi 0,81 | (0,65-1,01) 6,20E-02 2,56E-01

IgG1_A2GS Kortikosteroidi 0,88 (0,72 - 1,08) 2,33E-01 4,40E-01
IgG1_A2S Kortikosteroidi 0,80 | (0,64 -1,00) 4,41E-02 2,32E-01
IgG1_agal Kortikosteroidi 1,21 (0,97 - 1,50) 8,98E-02 2,78E-01
IgG1_digal Kortikosteroidi 0,80 (0,64 - 1,00) 5,06E-02 2,32E-01
lgG1_monogal Kortikosteroidi 0,92 (0,74 - 1,13) 4,00E-01 5,81E-01
lgG1_sial Kortikosteroidi 0,82 (0,66 - 1,02) 6,86E-02 2,56E-01
IgG23_A2B Kortikosteroidi 0,95 | (0,76-1,18) 6,18E-01 7,42E-01
19G23_A2F Kortikosteroidi 1,09 (0,89 - 1,35) 3,95E-01 5,80E-01
19G23_A2G Kortikosteroidi 0,94 (0,75 -1,18) 5,96E-01 7,33E-01

IgG23_A2GS Kortikosteroidi 1,19 | (0,96 -1,47) 1,02E-01 2,78E-01
19G23_A2S Kortikosteroidi 1,07 (0,86 - 1,34) 5,50E-01 7,03E-01
1gG23_agal Kortikosteroidi 1,08 (0,86 - 1,36) 4,98E-01 6,61E-01

lgG23_digal Kortikosteroidi 0,95 (0,75-1,19) 6,39E-01 7,51E-01
19G23_monogal Kortikosteroidi 0,92 (0,74 - 1,15) 4,71E-01 6,50E-01
1gG23_sial Kortikosteroidi 1,08 (0,86 - 1,35) 4,98E-01 6,61E-01
I9G4_A2FB Kortikosteroidi 0,82 (0,65 - 1,03) 8,66E-02 2,78E-01
IgG4_A2FG Kortikosteroidi 0,80 | (0,64 -1,00) 5,21E-02 2,32E-01
19G4_A2FGS Kortikosteroidi 0,92 (0,75 -1,13) 4,25E-01 6,11E-01
IgG4_A2FS Kortikosteroidi 0,82 | (0,66 -1,02) 6,61E-02 2,56E-01
IgG4_agal Kortikosteroidi 1,18 (0,95-1,47) 1,35E-01 3,10E-01
IgG4_digal Kortikosteroidi 0,78 (0,63 - 0,98) 3,09E-02 2,25E-01

IlgG4_monogal Kortikosteroidi 0,90 (0,73-1,12) 3,39E-01 5,27E-01
lgG4_sial Kortikosteroidi 0,82 (0,66 - 1,02) 6,80E-02 2,56E-01
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Tablica 3.4.4Povezanost 1gG Fc-glikana i upotrebe lijekova u-€OPovezanost IgG Fc-glikana i upotrebe
lijekova (AZA/6MP=0, anti-TNF=1 te bez kortikostéda uz mesalazin=0, kortikosteroidi=1), kod CD
pacijenata, analizirana je logidtom regresijom uz dob i spol kao kovarijate. Priaizsu omjeri izgleda (OR)

uz interval pouzdanosti (Cl) od 95 %, P vrijedndstiprilaga@ene P vrijednosti (pril. P vrijednost) nakon
korekcije na viSestruko testiranje=56%). Prilagdene, statistki znaajne P vrijednosti otisnute su masno.

Skratena imena glikana opisana su u tablici 2.3.5ifgideno iz Simurina et al, 2078

Glikan Klini ¢ko svojstvo OR 95% ClI vrijegnost vrirj?(reicli'nlcp)st
IgG1_GO EX‘;B\:;A‘S' NA NA NA NA
IgG1_GOF a:gl/'\('siﬂf' 1,38| (1,09-1,74)| 597E-03 1,04E-01
IgG1_GOFN "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,21| (0,96-1,53)| 1,01E-01 2,78E-01
IgG1_G1 a:gl/'\('siﬂ‘s' 093] (0,75-1,16)| 534E-01 6,95E-01
IgG1_G1F a:gl/'\('siﬂf' 082| (0,65-1,03)| 807E-02 278E-01
IgG1_G1FN "’Z’;X/'\('S';A‘f' 0,82| (0,65-1,03)| 9,05E-02 2,78E-01
IgG1_GI1FS ?g;;\éiﬂ‘f' 1,20| (0,96-1,50)| 9,88E-02 2,78E-Q1
IgG1_GIN ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,89| (0,71-1,12)| 322E:01 5,23E-01
IgG1_G1S ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,85| (0,68-1,05)| 1,26E-01  3,00E-O1
IgG1_G2 ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,84| (0,67-1,05)| 1,22E-01  3,00E-01
IgG1_G2F ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,74| (0,59-0,93)| 9,74E-03 1,13E-01
IgG1_G2FN A 0,71| (0,56-0,90)| 4,00E-03 1,04E-01
IgG1_G2FNS "’Z’;X/'\('S';A‘f' 0,89| (0,72-1,11)| 3,02E-01 5,15E-01
IgG1_G2FS "’Z’;X/'\('S';A‘f' 0,84 | (0,67-1,05)| 1,24E-01 3,00E-01
IgG1_G2FS2 "’Z’;X/'\('S';A‘f' 0,83| (0,66-1,03)| 9,23E-02 2,78E-01
IgG1_G2S a:gl/'\('siﬂf' 0,86| (0,69-1,06)| 1,59E-01 3,48E-01
IgG1_M5G1S1F "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,01| (0,82-1,26)| 8,96E-01  9,59E-01
1gG23_GO ?g;;\éiﬂ‘f' 1,02| (0,83-1,27)| 822E-01 9,19E-Q1
IgG23_GOF ?ﬂ;\gﬂ\é& 1,30| (1,04-1,63)| 207E-02 2,04E-Q1
IgG23_GOFN ﬂ‘gmiﬂ‘f' 1,05| (0,84-1,32)| 642E-01 7,51E-Q1
1gG23_G1 ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,88| (0,71-1,08)| 2,15E-01 4,23E-01
IgG23_G1F ?ﬂ;\gﬂ\é& 0,85| (0,68-1,05)| 1,30E-01 3,03E-01
IgG23_G1FN ﬂ‘gmiﬂf' 0,79| (0,62-1,00)| 4,58E-02  2,32E-01

Mirna Simurina Doktorska disertacija




§ 3. Rezultati

99

IgG23_G1FNS "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,20| (0,97-1,49)| 8,52E-02 2,78E-0
IgG23_G1FS "’K’QZ%’EA‘S' 0,97 | (0,79-1,21)| 8,14E-01 9,19E-0
1gG23_G2 ﬂ‘;;%iﬂ‘ﬁ' 0,81| (0,65-1,00)| 4,90E-02 2,32E-Q
antiTNF vs.
IgG23_G2F 7 AIGMD 0,83| (0,66-1,04)| 1,03E-01 2,78E-0
IgG23_G2FN ?;B\elsiﬂ\é& 0,79| (0,62-1,00)| 4,63E-02 2,32E-Q
IgG23_G2FNS ﬂ‘gz\gﬂ‘f‘ 1,01| (0,82-1,25)| 9,22E-01 9,78E-0
IgG23_G2FS ?;B\elsiﬂ\é& 0,84| (0,67-1,05)| 1,26E-01  3,00E-0
IgG23_G2FS2 PTDI 0,93| (0,75-1,15)| 4,91E-01 6,61E-0
antiTNF vs. A
IgG23_G2S A AIGMD 0,80 | (0,65-0,99)| 4,05E-02 2,32E-0
IgG23_M5G1S1F "’Z’;X/'\('S';A‘f' 1,09| (0,88-1,35)| 4,38E-01 6,17E-0
IgG4_GOF ?;L'\('S';A‘;S' 1,18 | (0,94-1,48)| 1,46E-01 3,25E-0
antiTNF vs.
IgG4_GOFN A AIGMD 1,02| (0,81-1,30)| 8,39E-01 9,19E-0
IgG4_G1F ?QXZ';W 0,91| (0,72-1,14)| 3,93E-01 5,80E-0
antiTNF vs.
IgG4_G1FN 7 AIGMD 0,87 | (0,69-1,10)| 2,53E-01 4,53E-0
antiTNF vs.
IgG4_G1FNS 7 AIGMD 0,94 | (0,76-1,17)| 597E-01  7,33E-0
antiTNF vs.
IgG4_G1FS 7 AIGMD 0,93| (0,74-1,15)| 4,98E-01 6,61E-0
antiTNF vs.
IgG4_G2F 7 AIGMD 0,86| (0,69-1,08)| 1,95E-01 3,95E-0
antiTNF vs. A
IgG4_G2FN 7 AIGMD 0,80| (0,63-1,01)| 599E-02 2,56E-0
antiTNF vs.
IgG4_G2FNS 2 ATGMD 0,87 | (0,69-1,10)| 2,45E-01 4,51E-0
antiTNF vs.
IgG4_G2FS 7 AIGMD 0,90 | (0,72-1,13)| 3,51E-01 5,38E-0
antiTNF vs.
IgG4_G2FS2 N AIGMD 0,90 | (0,72-1,12)| 3,40E-01 5,27E-Q
IgG1_GOF Kortikosteroidi 1,27 | (1,02-1,58) 3,10E-02 2,25E-0
IgG1_GOFN Kortikosteroidi | 1,00| (0,80-1,25)| 9,76E-01  9,96E-0
IgG1_G1 Kortikosteroidi 1,06 | (0,86 -1,30) 6,00E-01 7,33E-0
IgG1_G1F Kortikosteroidi | 1,09| (0,88-1,34)| 4,32E-01  6,14E-0
IgG1_G1FN Kortikosteroidi 0,73| (0,59-0,91) 4,77E-03 1,04E-0
IgG1_G1FS Kortikosteroidi | 1,18 | (0,96-1,44)] 1,19E-01  3,00E-0
IgG1_G1N Kortikosteroidi | 0,89 | (0,72-1,10)| 2,96E-01 5,10E-0
IgG1_G1S Kortikosteroidi 0,74 | (0,60 -0,92) 4,81E-03 1,04E-0
IgG1_G2 Kortikosteroidi | 1,01| (0,81-1,25)| 9,48E-01 9,96E-0
IgG1_G2F Kortikosteroidi 0,84 | (0,67 -1,05) 1,13E-01 3,00E-0
IgG1_G2FN Kortikosteroidi | 0,67 | (0,54 -0,84)| 3,15E-04 4,34E-02
IgG1_G2FNS Kortikosteroidi 0,76 | (0,62 -0,93) 7,92E-04 1,09E-0
IgG1_G2FS Kortikosteroidi 0,83 | (0,67-1,04) 1,01E-01 2,78E-0
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IgG1_G2FS2 Kortikosteroidi 0,81| (0,65-1,00)| 4,86E-01 2,32E-0
IgG1_G2S Kortikosteroidi 0,99| (0,80-1,23)| 9,57E-01 9,96E-0
IgG1_M5G1S1F Kortikosteroidi 091| (0,74-1,12) 3,65E-01 5,53E-0
1gG23_GO0 Kortikosteroidi 0,90| (0,73-1,11)| 3,10E-01 5,18E-0
19G23_GOF Kortikosteroidi 1,11 | (0,89-1,38) 3,71E-0] 5,56E-0
IgG23_GOFN Kortikosteroidi 0,98 | (0,78-1,22)| 8,31E-01 9,19E-0
190G23_G1 Kortikosteroidi 0,87 | (0,70-1,07) 1,80E-01 3,75E-0
19G23_G1F Kortikosteroidi 1,00 | (0,81-1,24) 9,96E-01 9,96E-0
IgG23_G1FN Kortikosteroidi 0,86 | (0,69-1,07) 1,69E-01 3,61E-0
1gG23_G1FNS Kortikosteroidi 1,15| (0,93-1,43) 2,00E-01 3,99E-0
IgG23_G1FS Kortikosteroidi 1,07| (0,86-1,32)| 5,37E-01 6,95E-0
19G23_G2 Kortikosteroidi 0,93| (0,75-1,14) 4,71E-01 6,50E-0
1gG23_G2F Kortikosteroidi 0,96 | (0,76-1,20)| 6,97E-01 8,08E-0
IgG23_G2FN Kortikosteroidi 0,85| (0,68-1,07) 1,70E-01 3,61E-0
19G23_G2FNS Kortikosteroidi 1,02 | (0,83-1,26) 8,38E-01 9,19E-0
1gG23_G2FS Kortikosteroidi 0,93| (0,74-1,17)| 5,39E-01 6,95E-0
19G23_G2FS2 Kortikosteroidi 1,03 | (0,83-1,28) 7,73E-01 8,81E-0
1gG23_G2S Kortikosteroidi 0,97 | (0,78-1,19)| 7,45E-01 8,57E-0
19G23_M5G1S1F Kortikosteroidi 1,21 | (0,97-1,52) 8,77E-02 2,78E-0
19G4_GOF Kortikosteroidi 1,28 | (1,02-1,59) 2,87E-01 2,25E-0
IgG4_GOFN Kortikosteroidi 0,98 | (0,79-1,22)| 8,63E-01 9,31E-0
IgG4_G1F Kortikosteroidi 1,00 | (0,81-1,24) 9,86E-01 9,96E-0
IgG4_G1FN Kortikosteroidi 0,79 | (0,63-0,99)| 4,22E-07 2,32E-0
IgG4_G1FNS Kortikosteroidi 0,94 | (0,76 -1,16) 5,75E-0] 7,21E-0
IgG4_G1FS Kortikosteroidi 0,90| (0,73-1,11)| 3,15E-01 5,18E-0
IgG4_G2F Kortikosteroidi 0,81| (0,65-1,02)| 6,68E-01 2,56E-0
19G4_G2FN Kortikosteroidi 0,73 | (0,58-0,92) 6,55E-03 1,04E-0
IgG4_G2FNS Kortikosteroidi 0,73| (0,59-0,91)| 4,71E-03 1,04E-Q
19G4_G2FS Kortikosteroidi 0,84 | (0,68 -1,05) 1,21E-01 3,00E-0
IgG4_G2FS2 Kortikosteroidi 1,00| (0,81-1,23)| 9,64E-01 9,96E-0
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8 4. RASPRAVA

Promijenjena glikozilacija u IBD-u zabiljeZena jeazlicitim modelima?*>?*°1gG Fc-
glikozilacija ima vaZnu ulogu u velikom broju uptinproces&’ ukljucujuéi i IBD*®. U
ovom istrazivanju, po prvi puta, kod IBD pacijenaaalizirana je 1gG Fc-glikozilacija po
potklasama, visoko protnom nanoLC-MS metodorff® Dosada, 1gG glikom u IBD-u je
analiziran samo na razini oslatemih glikana*® pa podaci o glikozilaciji po potklasama nisu
bili poznati. Takder, nije se promatrala odvojeno Fc- i Fab-glikadja Sto je dodatno
otezavalo interpretaciju rezultata. S obzirom kpkee: poznato da su promjene glikozilacije

lgG-a specifine za potklasé? bilo je vazno to pobliZe istraZiti u IBD-u.

Osim fukozilacije, sve promjene u Fc-glikoziladgG-a specifine za potklase, idu u
istim smjerovima kod UC-a i CD-i u odnosu na HCv@&zanosti izméu galaktozilacije i
sijalinizacije s bolesti su ¢& izrazene kod CD-a nego kod UC-a.c@mpto, Fc-galaktozilacija
IgG-a je snizena kod IBD pacijenata u odnosu na $ttizena IgG galaktozilacija u IBD-u je
zabiljeZzena na razini ukupndgglikoma IgG-a®°, a ovo istraZivanje je pokazalo kako to nije
speciftno za potklase vese podjednako doda u svima (Slika 3.15°. Smanjena Fc-
galaktozilacija 1gG-a je zabiljeZena u raitim upalnim bolestima®® S obzirom kako se 1gG
galaktozilacija smanjuje s ddBi, spomenute promjene su najvjerojatnije povezameatom
opéenito i nisu specifine za IBD. S druge strane, smanjena galaktoziladimen speciénih
antitijela u reumatoidnom artiritisu prethodi pdjawlest?**?**sto govori u prilog tome da se
razlike u IgG galaktozilaciji m& pojedincima mogu povezati s predisponiéajufaktorima
za razvoj upalnih bolesti, ukiujuci i IBD?*°. Nedavno je otkriveno kako BKZF1, LAMB1,
MGAT3 IL6ST, and BACH2 od 16 genskih lokusa povezanih s glikozilacijogGia, a
otkrivenih GWAS-om, pokazuju pleiotropiju s genskiokusima povezanima s IBD-om Sto
upuéuje na ulogu glikozilacije 1gG-a u razvoju i tijekBD-a**®***Navedeni genski lokusi
povezuju se s galaktozilacijom IgG-aL§ST se povezuje s postotkom agal- |
digalaktoziliranih struktura u ukupnim neutralninlikgnima), fukozilacijom IKZF1 se
povezuje s postotkom fukozilacije agalaktozilirarstruktura bez rawvajuceg GIcNAc-a,
LAMB1 se povezuje s postotkom fukozilacije digalaktoaitih struktura s rtwvajucim

GIcNAc-om) i dodavanjem ta&ajuceg GIcNAc-a MGAT3 kodira enzim koji dodaje
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ratvajuci GIcNAc na Fc-glikan IgG-a), svojstvima koji sea&ajno mijenjaju u IBD-u 5to je i

zabiljezeno u ovom istrazivanju.

Osim galaktozilacije, u IBD-u je snizena i sijaliacija Sto je ranije zabiljezeno za CD,
ali ne i za UC®® U ovom istraZivanju, efekt sijalinizacije je marigaZen u odnosu na
galaktozilaciju te nije zabiljezen u svim potklasaniNajvjerojatnije je pad sijalinizacije
posljedica smanjenja galaktozilacije s obziromeal@rsutnost galaktoze nuzna za dodavanje
sijalinske kiseline na glikan. U prilog navedenoguowori i ¢injenica kako se sijalinizacija po
galaktozi (A2GS) nije razlikovala ili je poraslaG@D-u i UC-u u odnosu na HC. Dok je kod
miSeva smanjena sijalinizacija povezana s proupalraktivnogu IgG-d’° kod ljudi
galaktozilacija puno snaznije W na pro- i antiupalno djelovanje IgG-a u odnosu na
sijalinizaciju 8241242

S obzirom na povezanost viSe glikozilacijskih stenja s IBD-om, postavljena je
hipoteza o potencijalnoj ulozi Fc-glikozilacije leggsu klasifikaciji IBD pacijenata i kontrolne
skupine. Kako su s IBD-om povezana rétdi derivirana glikozilacijska svojstva, ¢iajeni
su prediktivni modeli na temelju pojedimah glikoformi po potklasi IgG-a kako bi se
procijenila diskriminatorna snaga Fc-glikozilaciggs-a u klasificiranju UC-a i HC-a, CD-a i
HC-a te UC-a i CD-a. Modeli su pokazali¢wediskriminatornu snagu u odnosu na prethodno
objavljena istraZivanja temeljena na pojedirien glikoformam&®® najvjerojatnije zbog
veceg broja ukljgenih glikoformi te analize speaifie za potklase. Tako npr. 1gG23 i IgG4
glikoforme pokazuju najve promjene u zastupljenosti izéneHC-a i IBD-a. S druge strane,
u krvnoj plazmi, 19gG23 i IgG4 glikoforme su manjastupliene u odnosu na Ig&icime su
njihove glikoforme najvjerojatnije lazno sniZzenea pnalizi na razini ukupnih oslodenih
glikana. Rezultati ovoga istrazivanja épgu na potencijalnu klikku primjenu glikana kao
minimalno invazivnih, dijagnostkih markera. Potrebne su dodatne studije koje birpie
ova otkrta te istrazila moginost kombiniranja s drugim minimino invazivnim,
prognosttkim  markerim&**2*® U prethodnim studijama opisane su serologija,
transkriptomika i genetika povezane s IBD-om. Paosebi trebalo usporediti ztaj Fc-
glikozilacije 1gG-a kao markera naspram IBD sergkgkoja mijeri antitijela na floru
komenzala (npr. ASCA, anti-CBIR1, ANCA it&j%***° i to prospektivnom,
longitudinalnom studijom koja bi dala informacijeppomjenama s tezinom i progresijom
bolesti kroz vrijeme. Kod zdravih pojedinaca glikdg@-a je stabilan tijekom vremena, ali je
pod utjecajem Zivotnog stila i okolinéimbenika?®® U IBD-u, glikozilacija IgG-a se mijenja
s aktivnogu bolesti.

Mirna Simurina Doktorska disertacija




8 4. Rasprava 103

Osim izmeiu IBD pacijenata i HC-a, razlike u Fc-glikozilaclgG-a su ispitivane i
izmeiu UC-a i CD-a. Trenutno, pouzdana klasifikacija edenih dviju najtestalijih oblika
IBD-a je mogua jedino kolonoskopijom (invazivan postupak poveggmoveéanim rizikom
perforacije crijeva) ili radioloskidesto se teko podnosi i postoji izloZenostseniu)?>*
Postojée metode, temeljene na serologiji, poput antitifdaspeciitne antigene mikroba, jos
uvijek nemaju Zeljenu osjetljivost i speéifiost**® Uz to, mehanizmi koji dovode do razvoja
ovih bolesti su jo nerazjasnjent.Kao &to je prethodno opisano, IgG galaktozilagij8D-u
je niza u odnosu na HC uz@izrazen efekt kod CD-a nego kod UC-a Sto mozZe&iuati na
ja¢i imunoloski odgovor’’ te posljedino vea ostéenja i teZi tijek bolesti u CD-u nego u
UC-u. Fukozilacija je snizena u UC-u, a poviSen&€-u Sto moze ugivati na razltite
mehanizme razvoja bolesti. Nedostatak fukoze naHgélikanu pospjeSuje Fc vezanje na
FeyRIIl te se time pjgava ADCC?2 Osim snizene fukozilacije, na ps@nu ADCC aktivnost
antitijela uin vitro modelima utjée i poviSena galaktozilacija. U UC-u u odnosu na CD
kombinacija snizene fukozilacije i polane galaktozilacije, moze dovesti do gajae ADCC
aktivnosti'® Rasvajuéi GIcNAc je jate zastupljen kod CD-a u odnosu na UC $to je u skdéad
prijasnjim istrazivanjima koja su pokazala porastvajuceg GIcNAc-a u CD-u u odnosu na
HC, $to nije potwteno i za UC®. lako ravajuéi GIcNAc ima velik utjecaj na strukturu
glikana, njegov utjecaj na funkciju antitijela jeilptno nepoznat™ S druge strane gen
MGAT3koji kodira za enzim koji dodaje GIcNAc na IgG Hikgn, nedavno je povezan s
IBD-om.?® Uz to, razne studije su pokazale kak@aseastupljenosti GIcNAc-a pospjesuje

vezanije antitijela na FR&IIl te se povezuje s pajanim ADCC-on?>*%>°

IBD pacijenti imaju sniZzenu galaktozilaciju i sijakzaciju IgG-a, a time i nize
protuupalno djelovanj&.”**?*’ S obzirom na ranije spomenuta svojstva glikoma-#gG
njegovo proupalno djelovanje u IBD-u moze utjecsdi pojavu bolesti. lako, nije potpuno
jasno jesu li promjene glikozilacije 1gG-a kod IBiacijenata, uzrok ili posljedica bolesti.
Potencijalna uloga Fc-glikozilacije 1gG-a u razvojtijeku IBD-a je po prvi puta potdena
kroz promjene u kliikim podfenotipovima UC-a i CD-a. Kod UC-a i CD-arast
agalaktoziliranih glikoformi s rasprostranjeos tezinom i komplikacijama bolesti te
operacijom, upéuje da kada bolest zahdavetu povrsinu crijeva (E3 u UC-u ili L3 u CD-u)
te je teZa i kompliciranija (operacija), IgG ima mje protuupalno djelovanfg’ S druge
strane, s duljim trajanjem UC-a, zabiljezen je pgdlaktozilacije Sto nije staj i kod CD-a, a
moze biti povezano s raziiim ponaSanjem bolesti jer je poznato kako se W@da aktivhost

bolesti moZe smanijiti tijiekom vremena, §to nijesalu kod CD-a>®
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IBD pacijenti na kortikosteroidima su uspdireani s pacijentima bez kortikosteroidne
terapije koji su bili samo na mesalazinu te su jpatina anti-TNF terapiji uspodevani s
onima na AZA/6MP lijekovim&>®?®® S upotrebom kortikosteroida dolazi do porasta
agalaktoziliranih struktura. Steroidi naspram mazak i anti-TNF naspram AZA/6MP bi se
mogli razmatrati kao surogat markeri za tezinu &lé&avedeno odgovara rezultatima ovoga
istrazivanja u kojem se smanjenje Fc-galaktozialgjG-a povezuje s tezim oblicima bolesti.
Unatas protuupalnom djelovanju kortikosterofda opaZene promjene nisu rezultat same

terapije vé su vjerojatnije povezane s tezinom i komplikacigelolesti.

Jedno od ogradénja ove studije je izostanak stratifikacije ispika prema utjecaju
kirurSkog lijgenja, farmakoterapije ili njihove kombinacije Stmie uzrokovati rasprsenje
rezultata. Daljnja istrazivanja bi se trebala psives t@&no definiranim i stratificiranim
skupinama unutar upalne bolesti crijeva kao c@ngem na individualnoj razini u kontekstu

odreienog terapijskog protokola.
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§ 5. ZAKLJU CAK

U ovome istrazivanju potdeni su vé objavljeni rezultati o0 smanjenoj galaktozilaciji
u CD-u i UC-u u udnosu na HC, a dodatno je zalBlZpovezanost smanjene galaktozilacije
s tezinom i progresijom bolesti Sto ukazuje na pajalnu ulogu Fc-glikozilacije 1gG-a kao
dijagnostékog i/ili prognosttkog markera. Fukozilacija, galaktozilacija i prisutnost
ratvajuceg GIcNAc-a razlikuju se izndet UC i CD pacijenata. Pojeditr@e glikoforme su
pokazale vrlo dobru snagu diskriminacije pri raaliknju UC-a i CD-a od kontrolne skupine
te dobru snagu diskriminacije pri razlikovanju UCed CD-a Sto uptuje na razlite
mehanizme ovih bolesti. Zabiljezene razlike u Rkaglima IgG-a mogu utjecati na razvoj i
ponaSanje IBD-a jer o njima ovisi vezanje IgG-a migko- i visokoafinitetne R&R
receptore®®'® Nadalje, kod pojedinaca, razlike u glikozilacijG-a mogu utjecati na
ucinkovitost terapijskin monoklonalnih antitijela, jlmose natjéu s cirkulirajutim IgG-om za
aktiviranje efektorskih funcij&®? Promjene u Fc-glikozilaciji 1gG-a, zabiljeZene wop
studiji, pruzaju smjernice budim, prospektivnim studijama bi trebale rasvijetliti
longitudinalni odnos iznd promjena u Fc-glikanima IgG-a i razvoja i progeebolesti kao
i njihovu ulogu u preddanju odgovora na terapiju. Klitki znataj glikanskih markera bi
doSao do izrazaja aplikacijom u depostoj€im, brojnim laboratorijima za masenu

spektrometriju i kapilarnu elektroforezu koji pritzanoguénost analize glikan®?%%*
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8 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

6MP 6-merkaptopurin

A2 diantenarne strukture

A2B diantenarne strukture sckaajucim B(1,4) N-acetilglukozaminom

A2F diantenarne fukozilirane strukture

A2FB IgG4 diantenarne strukture €vajucim B(1,4) N-acetilglukozaminom
Acetil-CoA acetil koenzim A

ADCC stanéna citotoksinost ovisna o antitijelima (engntibody-dependent cellular
cytotoxicity

Agal agalaktoziliran (bez galaktoze)

AIEC invazivni sojeviEscherichia colkoji adheriraju na crijevnu stijenku (eregdherent-
invasive Escherichia co)i

anti-TNF-o antitijelo na faktor tumorske nekroze alfa (emdpibitor of tumor necrosis factor
alpha)

Asn asparagin

Asp aspartat

AUC povrsSina ispod krivulje (engrea under the curye

AZA azatioprin

B ratvajuci B(1,4) N-acetilglukozamin

B1 upalna Crohnova bolest

B2 suzavajtia Crohnova bolest

B3 perforiraja Crohnova bolest

CD Crohnova bolest

CDG nasljedni porendaji glikozilacije (engcongenital disorders of glycosylatipn
CGE kapilarna gel elektroforeza (emgpillary gel electrophores)s

Clintervali pouzdanosti (engonfidence interva)s

CRP C reaktivni pritein

Cys cistein

Digal digalaktoziliran

E1 ulcerozni kolitis koji zahva zavrsni dio debelog crijeva
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E2 ulcerozni kolitis koji zahv@ lijevu stranu debelog crijeva
E3 ulcerozni kolitis koji zahvéa cijelo debelo crijeva

E. coli Escherichia coli

ER endoplazmatski retikulum

ESI ionizacija elektrorasprSenjem (eetpctrospray ionization

F a(1,6)fukoza A

Fab fragment koji veze antigen ( eng. fragmantigen-binding fragmet
FBT fekalna bakterijoterapija

Fc fragment koji kristalizira (endragment crystallizable

FcyRIll Fc-gamma receptor Il (end.c gamma receptoys

FDR vjerojatnost laznog odbacivanja (efajse discovery raje

G galaktoza O

G2 digalaktoziliran
GIT gastrointestinalni trakt
GIcNAc B(1,4) N-acetilglukozamin B

GWAS cijelogenomske asocijacijske studije (eggnome-wide association studies
HC zdrave kontrole (engpealthy controly

HPLC tek¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (ehggh-performance liquid
chromatography

IBD upalna bolest crijeva (enmflammatory bowel diseake

IEF izoelektréno fokusiranje

IFNG-y interferon gama

IgG imunoglobulin G

IgG1-4 potklase 1-4 imunoglobulina G

IG-IBD Talijanska grupa za upalnu bolest crijevagdtalian Group for IBD

IL 2/5/10/12/13/17/21/22 interleukin 2/5/10/12/13/21/22

ILC limfoidne stanice uréenog imunoloSkog sustava (emgnate lymphoid cells
IMD imunodeficijencije (engimmune deficienqy

IQR interkvartilni raspon (engnterquartile rangé

IVIG intravenski administrirani imunoglobulini(enmtravenously administered
immunoglobulink

K3EDTA etilendiamintetraoctena kiselina
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L1 Crohnova bolest koja zahtaterminalni ileum

L2 Crohnova bolest koja zahtaadebelo crijevo

L3 Crohnova bolest koja zahtaileum i debelo crijevo

L4 Crohnova bolest koja zahtaagornji dio gastrointestinalnog trakta

LC tekwinska kromatografija (endjiquid chromatography

LC-MS tekwinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijoasam(engliquid

chromatography coupled to mass spectrometry

M, Man manoza O

MALDI matricom potpomognuta ionizacija laserskonsdecijom (engmatrix-assisted
laser desorption/ionizatign

MAP (lat. Mycobacterium avium subspecies paratubercujosis

med medijan

Mono monogalaktoziliran

MRNA glasnéka RNA (engmessenger RNA

MS masena spektrometrija (emgass spectromefyy

MSMD mendelovska preosjetljivost na mikobaktergad.mendelian susceptibility to
mycobacterial disea3e

m/z omjer mase i naboja (engass to charge ratjo

nanoLC-MS tektdinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijoasarn(engnano-liquid
chromatography-mass spectromegtry

NK stanice (engnatural killer)

NMR nuklearna magnetska rezonancija (englear magnetic resonance

Q kvadropol (engquadrupole

OR omijer izgleda (engdds ratiq

PBS fosfatni pufer (engghosphate buffered saline

PID primarne imunodeficijencije (engrimary imunodeficiencigs

ROC krivulja (engreceiver operating characteristic curve
S N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselin’,

S2 disijaliniziran

SAD Sjedinjene Ametke Drzave

SD standardna devijacija
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Ser serin

Sial sijaliniziran

Thr treonin

TNF-o faktor tumorske nekroze alfa (ertgmor necrosis factor alpha

TOF spektrometar koji mjeri vrijeme dolaska anatitedetektora (engime of fligh)

Tris tris(hidroksimetil)aminometan

UC ulcerozni kolitis

UPLC tekitinska kromatografija ultra visoke djelotvornostingeultra-performance liquid
chromatography

W triptofan
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SAZETAK

Uzrok upalne bolesti crijeva (engflammatory bowel diseas#BD) nije jos uvijek potpuno
razjasnjen te je ponekad teSko razlikovati degtalije oblike, Crohnovu bolest (ergrohn’s disease,
CD) i ulcerozni kolitis (engulcerative colitisUC). Glikozilacija imunoglobulina G (IgG) povezuse
s CD-om i UC-om. Fc-glikozilacija 19G-a (fragmerdjkkristalizira, engfragment crystallizableFc)
utjece na njegove efektorske funkcije. Analizirane sangene u Fc-glikozilaciji IlgG-a povezane s
UC-om i CD-om kao i s kligkim obiljezjima ovih bolesti u razlitim skupinama ispitanika te je ovo
prva studija upalne bolesti crijeva u kojoj je amehna glikozilacija IgG-a po potklasama. U
retrospektivnoj studiji prikupljeno je ukupno 2 36Zoraka krvne plazme pacijenata oboljelih od UC-a
(1056) i CD-a (874) te zdravih ispitanika (ergpalthy controlsHC, 427). Ovo je dosad najse
provedeno istraZivanje glikozilacije 1gG-a u IBD-Tiekwinskom kromatografijom spregnutom sa
spektrometrijom masa (engnano-liquid chromatography-mass spectrometrganoLC-MS)
analizirana je Fc-glikozilacija IgG-a po potklasart@ikopeptidi dobiveni djelovanjem tripsina).
Ispitivana je povezanost izihe pojedinih skupina (UC vs HC, CD vs HC i UC vs d@jikopeptida
te povezanost iznd@ klinickih obiljeZja bolesti i glikopeptida. Kod pacijeaabboljelih od CD-a i
UC-a, zabiljeZena je niza razina galaktozilacijé4g u odnosu na kontrole. Fukozilacija IgG-a ja bil
povetana kod oboljelih od CD-a naspram HC-a, ali sniZkoé oboljelih od UC-a naspram HC-a.
Snizena galaktozilacija se povezuje s tezim obbkci@D-a i UC-a, ukljgujuci i potrebu za
operacijom. U retrospektivnoj analizi uzoraka krpt@zme pacijenata oboljelih od CD-a i UC-a, IgG
Fc-glikozilacija je povezana s navedenim bolest{maisporedbi s kontrolama) i njihovim klikim
obiljezjima. Rezultati ovoga istraZivanja bi mogkroz bolju klasifikaciju pacijenata, pridonijeti
boljem razumijevanju mehanizama razvoja CD-a i U€-gazvoju dijagnostike ili smjernica l§enja.
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SUMMARY

The cause of inflammatory bowel disease (IBD) i poorly understood and the most
prominent forms Crohn’s disease (CD) and ulceratiitis (UC) are sometimes hard to distinguish.
Glycosylation of immunoglobulin G (IgG) has beesagated with CD and UC. IgG Fc-glycosylation
affects 1gG effector functions. The changes in E&glycosylation associated with UC and CD, as
well as with disease characteristics in differeatignt groups, were evaluated, and this is the firs
study of inflammatory bowel disease where subckpegific IgG gycosylation was analyzed. A total
of 2 357 plasma samples were collected in retras@ecohort that contained samples from UC
(1056) and CD patients (874) as well as healthyrot(HC, 427). So far, this is the largest stodly
IgG glycosylation in IBD. Subclass-specific IgG §lgcosylation (tryptic glycopeptides) was
analyzed by liquid chromatography coupled to magectsometry (nanoLC-MS). Associations
between disease status (UC vs HC, CD vs HC, and<4JCD) and glycopetide traits and associations
between clinical characteristics and glycopeptidéd, was performed. Patients with CD or UC had
lower levels of IgG galactosylation than contrdtsicosylation of IgG was increased in patients with
CD vs controls but decreased in patients with UCanstrols. Decreased galactosylation associated
with more severe CD or UC, including the need fargsery. In a retrospective analysis of plasma
samples from patients with CD or UC, we associdéaels of IgG Fc-glycosylation with disease
(compared to controls) and its clinical featureBroligh better patient classification, these finding
could increase our understanding of mechanismsDoa@d UC pathogenesis and be used to develop
diagnostics or guide treatment.

The thesis is deposited in the Central Library @ity of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 124 + XXV pages, 24 figures, 2fas and 267 references. Original is in Croatian
language.

Keywords: inflammatory bowel disease, Crohn's diseailcerative colitis, immunoglobulin G, Fc-
glycosylation, glycopeptides, nanoLC-MS, clinicahacacteristics, galactosylation, fucosylation,
patient classification

Supervisor: Prof. Gordan Lauc, PhD
Ocjenijivai: Prof. Sanja Dabeli PhD
Prof. Neven Ljuis¢, PhD
Senior research associatejdMaindri¢c, PhD

Doctoral dissertation accepted: July 4, 2018









