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1.UVvOD

1.1. Varfarin

Varfarin jenajstarijii QDMNRUL&WHQLMljekd Q@ RINNRIDM WO@M HNIR KRJ R W N
1920. godinu kada jmasovim pomor stokeu SAD-u i KanadiSULSLVDQ VWRPQRM KU
VDGUADYDOD QHGRYROM Q&iloRY MfficiHald. BRWL MBEBEIG) NXPDUL
kojeg plijesnioksidacijomprevodeu dikumarol, kojipokazujeantikoagulacijsko djelovanje
zbog kojegje kod stoke, koja se hranilant sijenom, izazvano fatalno unutarnje krvarenje
(Wardrop i Keeling, 2008)Po uzoru na #umarol 1948. godinge sintetiziran varfarin
kumarinski derivat molekulske formu@oH1604. Registriran jel952. godine kao rodenticid
AWDNRUVNL RWURY D RS W R @Bndija fza hranu i lijekove (FDA)
odobila za upotrebu kodudi. 9DUIDULQ VH QDMpH&UH GRALYRWQR NRUL
HPEROLMD X SDFLMHQDWD V DWULMVNRP ILEULODFLMRP ETI
]DOLVFLPD .RULVWL VH WDNRVHU ]|D WHUDSLMX holgegUHYHQFI
te sekundarnu prevenciju tromboembolijskih komplikad§asG NRMLK VPROGMP H XE&D U
sistemska embolija nakon infarktamiokarda (http://www.halmed.hr/Lijekvi/Baza
lijekova/Martefarin3-mg-tablete/14513/)

1.1.1. Farmakodinamika i farmakokinetika

Varfarin uzrokuje depleciju aktivhog oblika vitamina K kompetitivnom inhibicijenzima

vitamin K epoksidreduktaa NRPSOHNYV 9.25& E OR MksulitanbgoblikaS UH W Y R
vitamina K u reduciranioblik vitamina K koji je esencijalnikofaktor u procesu ktivacije

faktora koagulacijeu jetri (Slika 1). Aktivacija faktora koagulacije ostvaruje se
karboksilacijom njihovih glutamatnih ostataka, a faktthRMLPD MH QXaQD GRVWXSC
K za aktivacijusu: protrombin faktor II, VII, IX, X i u manjoj mjeriprotein Ci protein S.

Varfarin QD WD M]QBPNXMH VWY DUD Q MdhgiackskiRakiota LQDNWLY QLK

9DUIDULQ MH UDF HRigniaD (R}PaMadinals UG b H Bvarftini2-5 puta

potentniji od(R)-enantiomera obzirom na antikoagutgski X p L Q.ieN se potpuno i brzo
DSVRUELUD9 % vérfamha vezano je paoteine plazmeg ER J [rAalali volumen
raspodjelePRW S X QL W HU ia8drivb\eivaruK pd tekddkon ¥ dangpaje zbogtoga

pri akutnoj tromboembgbkoj NRPSOLNDFLML SOXuQD HPEROLMD LOL



potrebno u tom periodu davati i parentaralni antikoagw@ospiei sur.,2002) Varfarin se
gotovo potpuno elimina metabolizmom u jetrido inaktivnih metabolie. (R)-varfarin se
QDMYL&H PHWDERQAL CYHLIAS XCWH3IAR4 i karbonil reduktaze, dok je {S)
varfarin gotovo potpuno metaboliziran putem polimorfnog enzima CYP2C9

(http://www.halmed.hr/Lijekovi/Bazéijekova/Martefarin3-mg-tablete/14513/)

MNefunkcionalni Funkcionalni
koagulacijski faktori koagulacijski faktori
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Slika 1. Mehanizam djelovanja varfariiég U L O D J R y HEpURtoSil$uH.R2011)

1.1.2. INR i doziranje
Da bsmo VPDQMLOL SUR FridagigldtiXeikasti 1@ Pdrelpo je djelovanje
varfarinaprovjeravati S U D U HapdatbRjskh paramedarakoagulacijeL S R kowteniraciju
licka NRMBGIWAWL SURFHV halUsgravbdf Be@MBLRNHPLMV Mdu YHOLDpL
koristimo kao mjerwza evaluiranjeX p L Q N Rvatfakira vaiMa se protrombinsko vijeme
(PV). Ono je definirano kaovrijeme potrebno daGRyHzIBRXADYDQMD X SOD]PL
vrijeme potrebno da s& dodatak tromboplastkog reagensarotrombin pretvori u trombin.
0 H y X Wekapijski raspon zaralnuantikoagulacijskuerapijusene definira protrombinskim
Y UHPHQ RAediostimaP HYy X Q D Lher8 D & 1 | L Wdjkra(éng.The international
normalised ratig INR) koji VH UDpXQD SRPRUX: VOMHGHUH IRUPXOH



_ AlA
28ias060p

+o4 282220004
INR predstavlja omjer izmjerenog protrombinskog vremena pacijestadng vrijednost
protrombinskog vremenaeferentneplazme (Katzungi sur., 2012) Omjer je potenciran
faktorom ISI- PHYyXQDURGQLQ L QG Héhy e inter@tipnal/deVs@Rijroédt)
OHYyXQDURGQL LQGHNV VHQ]JLWLYQRVWL travhbopMstikogL QD NR
UHDJHQVD SUL pHPX MH ,6/y NRMHPHWH QWQ D WL jBHRERQAQWV QV L >
1.0. Zbog navedene varijabilonsti tromboplastog se koristi za mjerenje protrombinskog
vremena,15 SRGOLMHAaH \Ciihb QiedhbsEINRD Flitdjl ovisno o indikaciji za
NRMX MH YDUIDULQ SURSLVDQ -8 Uz SpotilakpiH @ kerapijd LM HG Q
tromboembolijskih bolestV X L]IPHYyX dokpDFLMHQWL V XPMHWQLP VUpPDQL
SRYHUODaZKL od tromboze pa je ]D QMLK SUHSRUXDpKG UDVS|
(http://www.halmed.hr/Lijekovi/Bazéijekova/Martefarin3-mg-tablete/14513/)  Terapip
varfarinom VH Q D M p H a Gsfandar@mimld@zbhiHod 1B miligrama na dan a merenja
vrijednostiINRD SURYRGH VH VYDNL GDQ VYH GRN VH QH SRVWL.
RELPQR SRWUHEQR GR G(B&zDnd <ir. 2&1R HHSD sOrL,2004p HQ M D
Ukoliko nakon uspostave ciljnih vrijednosti IN&Rnema vidljivinh simptoma odstupanja od
terapijskog raspona S U H G @jerérie Svikih 4 6 tjedana

Stabilne doze za postizanje ciljanog INBE PRJX YDULUDWL L]J]PHYX L PJ YD
7DM XpHVWHSOLOBDURPBYIDNIMW QH GR]J]H PRAH SRWUDMDWL W
SDFLMHQWL VX L]OR &H knarénRily stva@r/ioP XU Uph kDG 2011)

6 REJLURP QD QDYHGHQX SUREOHPDWLNX X GDQD&AQMH YU
RUDOQH DQWLRNRDJXODQVH GDELJDWUDQ ULYDURNVDEDC
vrijednosti INRa(Looi sur.,2017) Ostale terapijske prednosti NOAd&uU odnosu na varfarin

VX SUHGYLGOMLYD IDUPDNRNLQHWLND VYHUOL WHUDSLMVNL
interakcija s lijekovima i hranom. Ipak, u nekim situacijama je varfarin lijek izdekaj i

sur.,,2015) 1DMYDAaQLML IDNWRU ]JERJ NRMHJ VH YDUIDULQ L GI
QMHJRYD FLMH QNIDAKGIX&axéiha Gopungkd listi lijeka |D YHULQX LQGLNDF
SRWUHEQR MH QDGRSODiULYDQMH RG VWUDQH SDFLMHQDWD
VWUDQH YDUIDULQ MH QD RVQRYQRM OLVWL OLMHNRYD aw

zavod za zdravstveno osiguranje



1.1.3. Polimorfizam gena VKORC1 i CYP2C9
%XGXuL GD MH YHOLN GLR SRSXOD FdzMjgju Bu €&hovkl iHetQdP WHUL
NRMH RPRJXUXMX EU&H L SUHFL]QLMH SRVWCYPZCMjd QMHJIR
enzim iz superporodice citokroma P450 Kejprimarni metabolizator (S)arfarina.Gen koji
kodira CYP2C9 ima 30 poznatih alelnih varijamtl kojih VX QD M ]Q@y¥PITQLMH
CYP2C9*2 i CYP2C9*3Navedeni aleli se razlikuju zbgaplimorfizma jednog nukleotida
(SNP - single nucleotide polymophi$nDsobe koje su homozigoti Z2¥P2C9*1alel imaju
fenotip Aormalnog metaolizatora”. S druge straneoni (vrijedizaljude europskog porijekla)
koji imaju alelne varijanteCYP2C9*2 i CYP2C9*Jokazuju 3840, odnosno 890 posto
slabiji metabolizam (Syarfarina.Pacijent koji su naslijedili jednu ili dvije kopij€CYP2C9*2
ili CYP2C9*3alela u odnosu nanekoji su homozigoti z&YP2C9*1imajuznatnoYH UL UL]LN
od nuspojava povezanih s krvarenjem tijekom terapije varfarinom tigexa@it manju dozaza
postizanjestog antikoagulacijskg X p L Q M D N pgtebhom MH YLAH YUHPHQD GD S
ciljne vrijednosti INRa (Johnson sur.,2011)

Uz CYP2C9 u farmakogenmsk testulazi i gen VKORC1koji kodira protein vitaminK-

epoksid reduktazlkkompleks 1- enzim kojeg inhibira varfarinNaju p H Vjipali@orfizam
VKORC1gena jemutacija gvaninau adeninna lokusu 16391639G>A. Polimorfizam se

GRJDYyD X SURPRWHRUYKORGL tdl $€J £ddd. toga mijenjaezno mjesi
transkripcijskog faktora 3 R V O MiblaziLldo Ql&bije ekspresije protejrdnosno smanjene

sinteze enzima VKORC12YDM VH SROLPRUIL]DP WDNRYHU SRYH]XMH
na varfarin i stogasX WRP VORRWDMEQH PDQMH G Rskith kRredntideidD QM D W
Dakle, pacijenti koji imaju barem jednu kopiju $ alela na 1639 lokusmahtjevaju manju

inicijalnu dozu u usporedbi s pacijentima koji LR P R] L J R WMDedlm 2012)

2010.godine$PHULpPND DJHQFLMD ddialgj&DWVDXa H O DsibjrbBR. NjdRa

(Tablica 1)preporuki oinicijalnom dozirany YDUIDULQD ]D SDFLMHQWH V RGUI
kombinacijama QDYRGH UL NDNR R QHRRBRIHY RISIMDMIBR O QWQGERXH 1D Ol
(Johnson sur.,2011)



VKORC1 | CYP2C9*1/ CYP2C9*1/ CYP2C9*1/ CYP2C9*2/ CYP2C9*2/ CYP2C9*3/
1639G>A *1 *2 *3 *2 *3 *3
GG 5-7 5-7 3-4 3-4 3-4 0,5-2
GA 5-7 5-7 3-4 3-4 0,5-2 0,5-2
AA 34 34 0,5-2 0,5-2 0,5-2 0,5-2

7TDEOLFD 3 U\ &lakzX parf&aii miligramimaza postizanje tergpkog INR-a
]D SDFLMHQWH V RGUHYHQLP SROLPRUI(ISPL®D JRYHPEPD SKLBF
Johnson sur.,2011)

2018. godne provedenge meta analizal8 randomiziranih kontroliranih studija koje su
XVSRUHYLYDOH XpLQNRYLWRVW L V lterapijeQ Rovivwncidddme DN R JH C
strategijedoziranja varfarina. Ukupno 262@enotipiziranih pacijenat§63,3 + 58 godina

starosti 46% mX & N Di 2604 pacienataNRML VX ELOL QD NRQYHQFLRQDOQ
(64,7 £ 61goding 46% P X ANDSUFRLUHQL VX WLMHNRP GDQD 8VSRUHY?
QDpPpLQRP GR]LU OdgiMrje t¢mdldriv dd ggmptipizag§iznDpDMQR VNUDWLOR
postizanjastabilnog INRa. Doziranje kojem je prethodilo testiranje na genski polimorfizam je
SRYHUDOR YULMHPH SURYHGHQR X WHUDSLMVNRP UDVSE
DQWLNRDJIJXODFLMVNRJ XpLQNRYD UWHPHWHL 0BDDXY @GX MXFB RM I
SURQDYHQD QLNDNYD UD]JOLND X PRUWD@4eWsitt V2048l WURPER|

I1DMYHUD GLVNUHSDQFLMD SUHGYLYHQH L SRWUHEQH WHUD
koji zahtijevaju jako male ili jako velike dozeSlika 2). Klein i suradnici su proveli
SURVSHNWLYQR NRKRUWQ R 5052Wadi@idta ¥aDstaMitim QripedXdsRreN X R G
INR-a koji su bili podjeljeni u dvije kohorte. U validacijskoj kohorti, farmakogenomski
DOJRULWDP MH X RGQRVX QD NOLQLpPNL WRPQR SUHGYLGLR
WURALOL PDQMHN&RKRAD.4% Raprarma B3.B% P<0.001). U skupini pacijenata koji

VX WURALOL L]JPHyYX L PJ YDUIDULQDNWMR GUHG @GOUNHRG WIRY
VNXSLQL SDFLMHQDWD NRML VX WURALOL YLaAH RG PJ WMI
eURGQRVX QD NOLQLPpNL WRPQR SUHGYLGLR GR]JH YHUHP E
P<0.001). Vidljivo je da farmakogemVNL WHVWRYL J]QDpDMQR SREROMADY

pacijente koji zahtijevaju jako velike i jako male doze varfa(ilain i sur.,2009)
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Klein i sur.,2009)

1.2. Glikozilacija

Glikozilacija je kompleksarenzimskj kotranslacijski i posttranslacijski proces vezanja jednog

LOL YLAH VORAHQLK XJOMLNRKLGUDWQLK Gge @idngke JOLND
PROHNXOH 2QD VH GRJDYD X VYLP GRPHQDPD AaLYRWD RG L
(Spiro, 2002) Glikani, zajedno s polipeptidrom okosnicom doprinog strukturnoj i
funkcionalnoj raznolikosti proteina RQL XWMHpX QD ILJLNDOQD VYRMVW)
topljivost, stabilnost i konforma@j Nasuprot polipeptidima, koji su definirani sekvencom
QXNOHRWLGD BeBalgikam siDRVGAUHKIMEeksnomG L Q D P LigedaRdjom

WLV XuDi riigovihPsdpstratatranskripcijskih faktora, ionskih kanalaB URM QLK RNROL A
pLPEHQbdygDvelikog opsega u varijacijama vrsta ugljikohidrat®# HyXHUOHU QLK
povezivanja (aomerna konfiguracija, mjesto grananppMHGQR V YLAHVWUXNLP S

mjestima glikozilacije na proteinkompleksnost glikomaadilazikompleksnost genomza



QHNROLNR UHGRYBWLHIOL [.DMXéhi glikani plazmatskih glikoproteina su
LGHQWLILFLUDQL NDR SRWHQFLMDOQL PDUNHUL ]D NDUFLC
terapijske svrhe. Nadalj@opulacijske studijeikazuju navelike interindividualne razlike u
varijabilnosti glikozilacije proteina, a te se razlike povezuju s predispozicijama za razvoj
bolesti, prognozom bolesti i odgovorom naterappJ RPMHQMHQD JOLNR]JLODFLMLEL
PQRJLP EROHVWLPD Xdjdbates,p Xamofniuge ugding  infektivne i
neurodegenerativneolestt Zbog NHPLMVNH L ELRORANH NRPSOHNVQRV)
spozn@@ O njima zaost& za znanjem 0 genima i proteinimdpravo zatose interes za
LVWUDALYDQMHP X GpdEdSHWIEKG DOUENARIPIL N H.D X F

*OLNR]JLOLUDQL SURWH Lvanh stdriceX ©Q DW)XQ R P M@ WD XQD VW D (
2VLP daWR VOXabl 9SIDHRS PIMBDWYWQMD X PHYyXVWDQLpQLP UH
ugljikohidratnih lanaca jesmatanje proteina u endoplazmatskom retikulumu i njihovo
XVPMHUDYDQMH sXV R G U RY B(Caopdan-tidlidmnbH, 2010)edna od snovnh

uloga glikozilacije u smatanju i sortiranju proteigst RELOMHADYDQMH @iSUDYLO
smotanih proteingrilikom procesiranja glikana u endoplazmatskom retikulu@EL OMHAHQL
SURWHLQL VH YHaX ]D NDOQNRSURWHNKDGUMRMIN SRMWEBRPDaA.
novosintetiziranih glikoproteina u endoplazmatskom retikultramribeni sur.,2016) Za
MHYXVWDQLPpQR INOHEBH)GD Y B DMK IL- SURWHILQL VWDQLPpQH F
koji VS HFdprepo2nau SR Y UadlikaweNs drugh stanica. Najpoznatija skupina takvih
glikoproteina su lektini, aprepoznavanje glikana lekima WHPHOML VH QD VSHF
LOQWHUDNFLMDPD NRMH VH RVWYDUXMX GRPHQ-RdktiNRMD YF
interakcije su YDAQMH PQRJH ELRORANH SURFHVH X Nspadiadded XM X UL
spermija i jajne stanice) migraciju stanica(prijenos L-selektina u upaljeno tkivpyvezanje
patogena(hemaglutinin- glikoprotein ovojnicevirusa influencekoji prepozmje sijalinsku
NLVHOLQX QD VWDKab FOPPOGRRPYDQ®B QDAL KURGWLW UD QOLXKF
2017)



1.3. Glikani

Vezanje glikana na prote odvija se posttranslacijski ili kotranslacijskendoplazmatsim
retikulumu ili Golgijevom tijelu. Pritom su glikani na protein vezani Ni O-glikozidnom
vezom(Slika 3).

N-vezani glikani nastaju stvaranjem NOLNR]JLGQH YH]H L]JPHYyX -NLVLNR"
acetilglukozamina i asparaginskog (AsmidnogG X ALND X SUR W HLDQ X R M\ S\DHU ¥ HLZ
glikan je dioaminokiselinskog slijeda AsK-Serili AsnX-Thr SUL pHMRAH ELWL ELOR N
od aminokiselina, osim prolin®risutnost aminokiselinske sekvenasn-X-Ser/Thrie Q X4 D Q

ali ne i dovoljan uvjet za prijenos-NOLNDQD ]JERJ NRQIRUPDFLMVNLK LO|
SULOLNRP VPDWDQMD SURWHLQD 7DNRYHU DNR DPLQRNLYV

ili glutamat) afinitet za glikozilacijuna tom mjstuje smanjen.

O-vezani glikaniYHAX VB INR]JLGQRP YH]RP QDMpHAaAUH QD NLVLNRY
preko NDFHWLOJDODNWRI]DPLQD -acetilglikeza&dimt, bhdhekg Hi fgkozd.NR 1
Nasuprot NJOLNR]JLODFLML SR Q&li¢ijn M-acktilgslaktdz&mind a2 projéne

QLMH SURQDYHQ LDNR QHNL S@BrdcdRhalsgb X 2009D@veRabiL WP L S|
glikani su kratki- QDMpHAaUH VD@HAaABYDRMXRV W D \WhbrBni gBKRMN invjuSLpQL :
nekoliko grana, kojeQ DM p|D&UHAD YDMX QHJIJDWLYQR QDE LMHRIRP VLMD
sur.,2000)

(N-veza) (O-veza)

Slika 3. Piikaz N-vezanih i Gvezanih glikangCooper i Hausman, 2010)

Biosinteza svih NYH]DQLK JOLNDQD J]DSRpPpLQMH X KUDSDYRP HQ
dodavanjem velikog polisaharidnom prekursora koji je vezan pirofosfatnim ostatlcwiikeod
-GXJRODQPDQL SROLL]RSUHQRILWGHYH Q LSdrGhpidRdEsKodM H pY UV W



retkuuma L VOXAL NDR QRVDTm RIQdsdiRNIB&K BtiataGria membrani
endoplazmatskog retikuluaru nizu reakcija kataliziranih enzimima koji se nalaze na citosolnoj

i luminalnoj strani membrane hrapavogdeplazmatskog retikulumaa kompleks dolikol

pirofosfata s oligosaharida je okrenut prema lumenu endoplazmatstdaguma Struktura

RYRJ ROLJRVDKDULGQRJ SUHNXUVRUD MH LVW BEasXjiee OMDND
od triju glukoznih ositaka devet manoznih ostataka i dva-aletilglukozamina-
Glc;Mary(GIcNAc).. Oligosaharid GlcsMany(GIcNAc), se SUHQRVL V. GROLNROQRJ
DVSDUDJLQVNL RVWDX\NIND WDWW WiLp M S dBBAAGIIREENQfdladde H Q ] L P L
(Lodish isur.,2000) U trima odvojenim reakcijama, odmah nakon prijenalggyosaharida na
QDVFHQWQL SROLSHSWLG VYD WUL JOXNR]QD L MHGDQ PI
enzimima (Slika 4). Tri glukozna ostatka, koji se zadnji dodaju u sintezi
(Glc)y(Man)(GIcNAc)2 najvjerojatnije VO XaH NDR VLIJQDO GD MH ROLJRVDKI
za transfer na protein. U lumenu endoplazmatskog retikuluma nalaze se i glukoziltransferaze
NRMH YUDUDMX SR MH G prépsthlDolidoSaharidowaj/anziineniNkodilba
QDWLYQH YHU Q Hdlikoprotdire EnRoplaRrRaygkdrétikulumV DNRYHU VDGUADY!
povezana lektina membranski vezani kalneksin i luminalni kalretikulin, koji se selektivnho

YH&X QD UHJOXNRI]LO LU VG H MMCsgRMWIXRR\EHOLLGhIgsBlihgkih D P L
slijedova. Ponekad se proteini spontano disociraju s kalneksina ili kalretikulina te se zatim
deglukoziliraju. Ako se nakon toga uspiju pravilno smotati oni nastavljaju svopneata

Golgijevom kompleks. Tako kalneksin i kiaetikuin VSUMHpPpDYDMX SUHUDQR VPDW
QRYRQDVWDORJ SURWHLQD D QHSUDY Lénh(pplaz@RMNDQH S
retikulumu.Takvim proteinima, koji se ne mogu pravilno smotati, uklanjajuns@nozni ostaci

WH VH aDOMX QDWUDJ X FLWRVRO QD XHKEaoNpéLiWwWauenhad,DQMH L
2010)

Dol =Dolikol © = Manoza
® = N-acetilglukozamin A = Glukoza

@ & ©) (&) To
1 em——Tn pa— N pa— l> CiS
— Golgi
Sa) e o

(Man)g(GlicNACc),

Hrapavi ER

A

L~

(Glc)z{Man)g(GlcNACc),

Slika4. Reakcije kojima se modificiraju-Mezani glikani tendoplazmatskom retikulumu
(SULODJR Yy HLQdshS suiH FODO)



Novonastali proteini koji prolaze kroz-flikozilaciju u endoplazmatskom retikulumu ulaze u
*ROJLMHY NRPSOHNMHMDIEQ &DNXu).®loddb&idnih lanac&olgijev
NRPSOHNV VDGUAL WALY UPHGLMDMNIQB LIMWODQV FLVWHUQH
U D] O efeinV E&Kmodifikaciju sekretornih i membraniskih proteiekon uklanjanja triju
manoznih ostatakéSlika 5) u cisGolgiju (reakcija 1), protein odlazi u medijal@iolgi, gdje

se u reakciju dodaje/DP-N-acetilglukozamin (reakcija 2¢atim se uklanjaju dva manozna
RVWDWND UHDNFLMD

-Nvd ¢l JluROZANMX (rédieiza 4 Y GDIBKkGza
UHDNFLMD SURFHVXLUGQIMUHNDMY DODY. Wb WLt} QRREDYD Q M |
galaktoa (reakcija 6) tevezanjem po jedne CMR-acetilneuraminske kiseline na svaki
galaktozni ostatak (reakcija. ®jarijacije u strukturiNYH]DQLK JOLNDQD VH GRJDyDI

razlika u procesuiranju glikanaendoplazmatskom retikulumuGolgijevom kompleksu. U
QHNLP VOXpDMHYLPD VH UHDNFLMD

LOL UHDNFLMD QHi
vezanog oligosah&rGD X RGQRVX QD HQJLPH NRML NDWDOL]JLUDMX R

PRGLILNDFLMH JOLNDQD QHUH RGYLWL EXGXTdko@astalf XSVW U |

JOLNRSURWHLQL VDGUA&H PDQR]JRP ERJDWL ROLJMRMDKDULG
nasta u reakcijskom putu na slié.

™, Transport vezikula iz

— ER-a
Golgi e l
cis i H

(Ma \)(,(G'CNA(_)

l (Ma n).,(GIcNAc):
; (@ 5 D
o . UDP-

medijalni UDP- -

GDP-A
“(GIcNAcKMan),(GIcNAC),

7~ Izlaz
; :
trans UDP—O CMP , .

= = N-acetilglukozamin o = Galaktoza
e ~ Manoza

A « Fukoza
a = Glukoza « = N-acetilneuraminska kiselina

{(Man)g(GIcNAC),

Slika 5. Reakcije kojima se modificiraju-fjlikani u Golgijevom tijell SULODJRYHQR SUHP
Lodishi sur.,2000)
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1.3.1. Tipovi N-vezanih glikana

N-vezani glikaniegzistiraju u raznim oblicima DOL LK JHQHUDOQR PRAHPR S
NDWHJRULMH RYLVQR R YUVWL aH®MNY QA K LMHNGLSALGHD IRRD MR |
Vwakopy VH YHA&X G U XsatojidseadHiaju NBcetilglukozamina, koji spovezani

-glikozidnom vezom namidni GXaLN DV SD U D Jb&rph ¥ezané RiwhehofF K
osnovratipa N-vezanih glikana su: @omanozni, kompleksni i hibridr{Stanleyi sur.,2009
Sika6) 20LJRPDQR]QL WLS VDGUAL LVNOMXpLYR PDQR]H YH]D
Kompleksni timpvi V D G behéere sastavljene od Mcetilglukozamina, galaktoze N-
acetilneuraminske kiseline. Hibridni tipovi su kombinacije prethodnijh dvaju: na jednoj grani
VH QD PDQR]X GRGDMX MR& GY L MddetiigiukpBahtin, dalaQ@aGN X JRM J

acetilneuraminska kiselina.

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

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

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

Slika6. Tipovi N-glikana(S U L O D J R y HSJaRle$i BuH,RPAD9)
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1.4. Alfa-1kiseli glikoprotein

Alfa-1 kiseli glikoproteinje plazmatskiprotein molekulske mase 443 kDa.Jedan je od
JODYQLK SURWHLQD DNXWQH IDJH X OMXGL &WDNRUD PLA&H
VH YLAHVWUXNR SRYHUD X \6WPpQQNMP ®DL QDHINFQ MFHISOML & QD A0
od 183 aminokiseline povezanejeima disulfidnm vezama.Sintetiziraseu hepatocitima, a

njegowa je genska ekspresib NRQWUROLUDQD FLWRNLQPD RG NRMLK
faktor tumorske nekrozenterleukin 6 i s njime povezani interleukiBJOMLNRKLGUDWQL C
45% molekulske mase og glikoproteina, apLQH JD Y LV R NdemyledshiNarézhiniU D Q L
glikani *OLNDQVNL GLR DOID NLVHORJ JOLNRSURWHLQD MH SF
rijetkih serumskih glikoproteina kojiz diantenarne, triantenarpesjeduje i tetraantenae N

vezane glikaneSvako od 5 potencijalnih glikozilacijskinh mjesta alfkiselog glikoproteina
(Asn-15,-38,-54,-75,-85) PR aH Q Dna¥ MeZan bilo kojiod prikazanih kompleksnih N
glikana(Fournieri sur.,2000)

% L RO RIGg¢ HAGRa nisu u potpunosti poznate, aje poznato da ima razne
imunomodulatorne efekte i veliku sposobnestanjaP Q RJL K E D] Ltta@ih Kpafiln® H X

tvari i lijekova zbog visokog udjela sijalinske kiseline koja nosi negativan naboj, kao i zbog
visoke glikanske razgranatogtsornik i Lauc, 2008)Uz humani serumski albumj alfa-1

kiseli glikoproteinje Q D MY pd@ih Nblazme koji YHABGILMHNRYH VPDQMXMXI
E LR UD YV S RORAilUYWRj&tiINHa su lijekovi s kiselim skupinama uglavnom vezani na
albumin, no u stanjima bolesti, ukoliko je koncentracija AGP SR Y L akbdiréntrada
DOEXPLQD YRIBGWMH WLK OLMHNRYD QD $*3mivezdnmubipkdaM QR G R

na proteine plazmgJrieni sur.,1986)

1.4.1. Utjecaj glikozilacije alfa-1 kiselog glikoproteina na vezanje varfarina
Zbog svoijih fizikalnekemijskih svojstava alfa kiseli glikoproteiglavhom YHaH ED]JLpPpQH L
neutrane WYDUL HJ]J]RJHQRJ L HQGRJHQRJ SRULMHNOD 2G Ol
propranolol i heparifFournieri sur.,2000) 0 Hy X WirL\itro Mvjetimaustanovljeno jelau
stanjimakad je koncentracijalfa-1 kiselogglikoproteinD SRY L a4 H Q DH 3\HD UdRARIQH
NRML VH X QRUPDOQLP XYNHS\WR\PHDEQHRAR QB [N KA YHAX Q
YHIQR PMHVWR QD NROH pvH YRHRAGKINBWBEDRALNQLPpNLP SUV
delokaliziranim negativnim naboje(bou-Zied, 2015 Urieni sur.,1986)

12



0 R J Xia Bivouloga AGRa u ukupnom vezanju kiselih lijekova nije u potpunosti ispitana. S
obziromna toda je njegova koncentracija u stanju homeostaze daleko manja u odnosu na
albumin, njegov efekt na ukupno vezanije lijeka je upitameni sur, 1986) Velike varijacije

uvezani ED]Lp QLKnNQAGPIEMRRYPPDMX VH JERJ QHNLK ILJLRORANLK L
u kojima se mijenja razinplazmatske koncentracigfa kiselog glikoproteina7D pLQMHQLFD
imaimplikacijuu WHUDSLMVMR R 8N DKEEIHPNRLYKD XV NH(FbUhieD SLMV N |
i sur.,,2000) % XGXuL GD MH $*3 YLVRNR JOLNR]LOLRDHN-BURWHL
glikozilacija AGRa utjecati na njegovo vezanije lijekave P R & Hse&okistiti kao biljegza

SRPRiU X Q Noziramy RP

15, 7THNXULQVND NURPDWRJUDILMD YLVRNH GMI

hidrofilnim interakcijama

2G VYLK WLSRYD WHN X tudb@MdNfazoa MrorRaBBrafijR jEUpDkblzabD
QDMALUL VSHNWDU XSRWUHEH 8 REUXIDAW R 1Q MIRINR WRIGRLPID)
ODQFL UD]O kpjiLsiwekanGnd 6l geilok je mobilna faza polarno otapalako
obrnuto fazna kromatog DILMD LPD QDMAVMHQE XCGBWYHBXGRVWDWDN
vezanja jako polarnih i hidrofilnih analita. Normalno fazna kromatografiEndasvojom
SRODUQRP VWDFLRQDUQRP ID]RPW]|DNcREAHDLY O piteSEBSN | XOMDHH D
odnosu na nerzno faznu kromatografiju jeekorist QHSRODUQD RWDSDQD NRMD
W R haM Inpkompatibilna za dobro otapanje polarnih anéllgaegher sur.,2008) Zbog
SRYHUDQMD VORAHQRVWL X]J]RUDND ]D DQDOL]X L SRYHUDQH
QH PRJX UD]GYRMLWL PDWHULMDOLPD NRULAWHQLP X REUQ
GROD]L GR SRYHUDQRJ LQWHUHVD ] drohftunR m@rakBjardaD ILM XV
(Boersemai sur., 2008) Tako je i u ovom radu razdvajanje-glkana provedenovisoko
RVMHWOMLYRP WHN X UL Qxd\\RsBke Ndj¢RtPdnNdstkdjb) Bd LidiIfP na
hidrofilnim interakcijamaStacionarna faza koja se koristi u HILIC kromatografijsjikagel
QD NRML VX NHPLMVNL YH]DQH SRODUQHbilm@ axéfuHHEIH DPLGC
kromatografijije polarna, alimanje polarna odnobine faze uobrnutofaznoj. Sastoji seod
smjeseRUJDQVNRJ RWDSDOD NRMH \atttdnhitrih b F@urvhovhP@AjB® QD M|
70:30s vodom.8 PRELOQX ID]X VH XRELpDMHQR GRGDMH DPRQLM
puferi za kontrolu pka i ionske jakosti mobilne faze.+,/, & NURPDWRJUDILMD \
RPRJXUDYD UmabiNibadddtenkpblputionske kromatografig. 1z sveganavedenog
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YLGLPR GD +,/,& NURPDWRJUDILMD NRPELQLUD PHWRGH WU
normalno fazne, obrnutdazne i ionske kromatografijgBuszewski i Noga, 2012)

Pretpostavljeni mehanizamazdijeljenja je taj da sOQDOLWL UDVSRUHYyXMX L]PI
mobilne faze- jednog sloja bogabg acetonitrilomi drugog, voderog sloja, adsorbirang na

hidrofilnoj stacionarnoj fazi & R MH DQDOLW KLGURILOQLML WR MH UD
imobiizLUDQRP YRGHQRP VORMX QD VWDFLRQDUQRM ID]JL L WL
segradijentnoSRYHUDYD NRQFHQWRBIFQOPMYRIGH WDNR VH VPDQ

analita i oni seeluirajus kolone(Buszewski i Noga, 2012)

HILIC kromatografija se pokazala kao pravi odabir za separaciju nenabijenih hidrofilnih i
ambifilnih tvari NRMH VX SUHYL&H SRODUQH GD EL VH |DGUADOH ¢
NURPDWRJUDILMH L WYDUL NRMH VX QHGRYROMQR QDELMH
kromatografijom. Glikani su upravo takav tip molekule, stogaya metoda razdvajgn

adekvatna' HWHNFLMD JOLNDQD PR&H VH SURYHVWL PDVHQLP VS
fluorescencijskim detektorom% XGXuL GD JOLNDQL QHPDMX NURPRIRL
IOXRUHVFLUDMX UHGXNWLYQRP DPLQDFLMRP \bém JOLNDQ
I1DMpH&a&UH V H-arNimdbhebao)dvE kiseling2-AA), 2-aminopiridin  (2AP), 2,6
diaminopiridin (DAP), 2aminonaftalertrisulfonska kiselina (ANTS) i -2minobenzamid (2

$% NRML MH NRUL@GWH Qr)RMRP UDGX
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2.2%5%$=/24a(1-( 7(0(

Nova LVWUDALYDQMD X SRGUXpMX JOLNRELRORJLM$lije8RWYUGL
ILILROBDVWKILILRORANLKNKSOREBQ H@Br@pEHRQPRDMDQ GLMDJIQR
potencijal(Higai i sur.,2003) S druge stranaitjecajglikanskog profilanainterakciju lijeka i

SURWHLQD SOD]J]PH NRMD MHADY/DMIMHDLE RVUDOKYMH OLMHND

9DUIDULQ NDR OLMHN XVNH WHUDSLMVNH @aLULQH ]DKWLMt
njegovo doziranje=Q D p Dtpddaj@olimofizama gena z&€YP 2C9 i VKORClenzimena

doziranje ovog lijekge ranije prepoznatZbog jasno utemeljenkorelacije polimorfizma i
doziranja,rezultati JHQRWLSL]DFLMH XNOMXpXMX VH X SURFMHQX L
smanjio rizik od nuspojava lijeka, skratilo vrijeme do postizanja terapijskih vrijednosti
SDUDPHWDUD NRDJXODFLMH L SRVRNLpDYW QWDHQOV QR VSR MLF
IDMHGQR V NOLQLpNLP SDUDPHWULPD QLVX XVSMHOL X SRW

doziranju varfaringposebice kod pacijenata koji zahtijevaju jako veliku ili jako malu dozu.

UtjecajN-glikozilacije plazmatskih proteinaavezanjdijegkova QLMH GRYROMQR UD]MD
ovog rada je ispitati utjecaj glikanaoteina plazmena afinitet vezanjavarfaring odnosno

utjecaj glikana na doziranje varfarif@2okazano jen vitro da visoki stupanj razgranjenosti N

glikana iantenarndukozilacija smanjuju afinitet vezanja varfarina za dlfidseli glikoprotein

]JERJ VWYDUDQMD VWHULpPpNRJ JEN®&R QDB ]>XQDMW PWH V\HRI RVPH |\
koncentracijonvarfarina(Wu i sur.,2018) Ovomhipoteom M H | D&5Rdub dVog rada.

Zbog jednostavnije izrade eV SHULPHQWQNDNY RDSRHBWRVXWDFLPD RGUHVLY
profila iz plazme bez prethodne izolacijeAGP-a % XGXULYKILQD UD]JJUDQD
visokosijaliniziranih glikana u ukupnom-NOLNRPX SOD]PH SRW MaHYptanXSUD Y R
je in vivo efekt glikolizacije AGPD QD GR]JLUDQMH Y Dglik@zllatiQ DkuphiR ULV W H |

proteina plazme kao neizravni biljeg zeghkozilaciju AGRa
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Tablica2. Anorganske kemikalije

Kemikalija BURL]YRYDD

Dinatrij hidrogenfosfat (Na2HPO4) SigmaAldrich
Kalij dihidrogenfosfat (KH 2PO4) SigmaAldrich
Kalij -klorid (KCI) SigmaAldrich
.ORURYRGLpQHCINLVHOLQ I Kemika

Natrij klorid (NaCl) SigmaAldrich
Natrijev hidroksid (NaOH) SigmaAldrich

Tablica3. Organske kemikalije

Kemikalija BURL]YRYDDp

Acetonitril (ACN) Fluka
2-aminobenzamid (2AB) SigmaAldrich
2-pikolin boran (2PB) SigmaAldrich
Etanol (C2HsOH) Sigma Aldrich
Ledena octena kiselina (CHCOOH) Merck

Amonij formijat (HCOO NH 4) SigmaAldrich
TFA (trifluoroacetatna kiselina) Sigma Aldrich
DMSO (dimetilsulfoksid) Fluka

SDS (natrij-dodecil sulfat) detergent Sigma

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

Tablicad. % LRORANL PDWHULMDOL HQ]JLPL

Enizm SURL]YRYDD
PNGazaF (peptidN-glikozidaza) Prozyme
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Tablica5. Otopine i puferi

Pufer Priprema
5xPBS Za 200 ml pufera: 8,00 g NaCl, 1,38

Na2HPO4, 0,29 g KH2PO4, 0,19 g KGle
RWRSLWL X PO XOWUD
QDNRQ PLMHEA&DQMD RWR
pH s NaOH)

2% SDS

2 g SDSa (Nadodecil sulfata) otopiti u 10
ml vode

30% octena kiselina u DMSO

Za 10 ml otopine: u 3 ml octene kiseline dg
se 7 ml dimetilslioksida (DMSQO)

96% acetonitril

Za 250 ml otopine: dodaje se 240 ml A@N
i 10 ml H20, voda se dodaje zb
hidrofilnosti kolone u daljnjoj analizi glikan
(HILIC)

RWRSLQD ]D R]QiRgm®YDQN

=D X]JRUDN X 0] R
DMSO dodaje s8,48 mg 2 aminobenzamid
i 1,12 mg 2pikolin borana

Tablica6. Laboratorijska oprema i pribor

Oprema i pribor BURL]JYRYDPp

30RpLFH 1D
polipropilen, 1 ml zapremnine, za 96
uzoraka

VDNXSONMN Waters

3ORpLEHRPLAUDYDQMH JC Orochem

$FUR3UHS *+3 P Pall
ILOWHU SORpPLFD RG PO

3&5 SORPLFH Frame Star
3&5 HSUXYHWH X WUDFL Kiagen
Mikropipete Ranin

RELPQH L PXOWLNDQDOC

Vacuum manifold vakumska pumpa

Pall Corporation

Tresilica

IKA - Schittler MTS 4

Bio Vortex V1 Biosan

OLFUR 6HDOHU XUHYyDWN Porvair Sciences
SORpPLFD IROLMRP

Centrifuga Centifuge 5804 Eppendorf
Vaga Metller Toledo

Waters Acquity UPLC kromatograf

Waters, Milford

NanoAcquity UPLC analizator

Waters, Milford
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3.2. Ispitanici

2YDM UDG REXKYDUUD LVSLWDQLND X GREL RG GR JF
(TDEOLFD 8]RUFL VX |IDSULPOMHQL L] PQIORMINGRQ LERI® LR N
kardiologije, a zajedno s uzorcima dostavljeni su i podaci o pacijenkmaje uzeta na
antikoagulansa zatim jecentrifugiranjem odvojena plazma koja je bila smrznutaV NOD GL&W H C
na-20°C do trenutka analize.

Tablica7. StWLVWLPpNL RSLY SDFLMHQDWD pLMH VPR NUY(

Broj ispitanika 58
8GLR PXaNRJ VSROIL 53,4
8GLR AaHQVNRJ VSR 46,55
INR - medijan (min-max) 1,95 (1,3-5,4)
Dob - medijan (min-max) 76,5 (42- 96)
Dnevna doza / mg medijan (min-max) 5 (0-10)

3.3. lzolacija N-glikana s plazmatskih glikoproteina

3.3.1. Deglikozilacija proteina plazme
Deglikozilacija proteia plazme MH QXaDQ NRUDN NRML QDP RPRJXuUX
JOLNR]JLODFLMH SOD]PDWVNLK SURW HRNEB2HROR QPHWVH IR VR D

kidaglikozidnuvezu Nglikana i proteina.

X Priprema

Smrznuti uzorci se nakon odmrzavanja centrifugiraju 10 minuta na 3000 okretaja/min
(Centrifuga 5804, Eppendorf). Uzorci, standardi i slijppgbe VH QDVXPLPpQR UDVSRUE
SORpPLFX ]kakd bRs&iahjio X WMHFDM Y D Q Mahidrea6jeh KdsEarodQrtst D

N R U ke dMziM&dravih osobdnisu na terapiji varfarinom) koje sSQDVXPLPpQRUGDQHVHQ
M D & L#aBlijef probu NRULAWHQD MH XOW U DnélizwghkBnayphagi2 izP L O L 4
uzorkaje uzet volumen od 10li Q D V X PpipetdaR X M D &dbfcd 8)
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Tablica8. Pozicije na mikrotitarskoj plfeci s incijalimapacijenata

varfarin 1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 8022 7008 8037 8119 9122 8080 9119 7007 8086
RD UH CF DI MB AM BJ VZ MT
B 8078 7021 7018 8020 8057 7009 | standrd| 8054 8040
PM KZ MD TV KB LP 5 RV a6
C 8091 | standrd| 9115 7007 7057 8147 7032 9073 9086
Cl 1 Y4 NI SH DG PSI Cl Sl
D 8140 8157 9058 | standrd| 7016 7042 7046 8089 slijepa
ao SZ KB 2 FM PD RL A proba 2
E 7005 8003 7030 9121 8079 7032 8082 9120 | standard
DMN GS OA UA UA JL ML HV 4
F 8126 7055 8160 7054 slijepa | 7031 | stancrd| 7029 slijepa
RR SM MM AM probal MM 3 JD proba 3
G 7023 9112 8038 9117 7028 9065 8039 8034 slijepa
BN KB DF MD HB CC ZJ SS proba 4
H 7010 2006 7017 8054 8049 8127 9100 8090 slijepa
BD HV PM MN SM PS MD MM proba 5

x Denaturacija

8 VYDNX VH MDALFX QD SORpL E¥tndg6PRDFNRDLER/GIDIM HQDV W
pipeteod 250/ WH VH X]JRUFL SURPLMH&GDMX XYODpHQMHP X QDVYV
zatvore adhezivhom folijom i stave na inkubirange65°Ckroz 10 miruta. Poslije inkubacije
SORpLFH VH PRUDMX PLQXWD KODGLWL QD VRIBQRM WHP
4%-tnog lgepalaPotom V H S OdRthuemadjihaljci (IKA® - Schiittler MTS 4115 miruta

x Deglikozilacija

Neposredno prije dodavanja enzima PNGazeAFlUN U R W L W D WixbiiXa$aiRelinb e X V
pripremiti enzimsku smjesza deglikozilacijuPripravljena jau epruveti od 2mldodatkom 10

| 5xPBSai0,12 O HQ]JLPD ]D VYDNL X]RUDN .DNR EL \bldiel EMHJOFL
sedodatnih30 15xPBS D ]D VY DNXJ Sva@kiRge luEaxak doda 10 enzimske smjese i
resuspendiraX Y O D p tir@étbMaR pipete 3 O R p zakrhldobie zatvore adhezivnom folijom
I inkubiraju 18h na 37°C.

33.2. 2ELOMHADYDQMH SURp LgiikeDayplagdd H L HOXDFLMD 1
Nakon deglikozilacijeuzoraka SRWUHEQR MH JOLNDQH RpLEAVOINWAIA LIRNGL R\
reagens®® NRML UH RPRJXULUluiescehthgkdrikfomitograf3kbom detektori
SULSUHPLWL ]D DQDOL]X 2]QDpDYDQMH VH SURYRGL UHD
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uvjetima s 2aminobeznamidom (fluoresdmom bojom) i 2SLNROLQERUDQRP UHGX
agensom) uz DMSO.

X 2ELOMH aDika@wakmd

U otopinu za &L O M H&ddodaje @M251 30% octene kiseline u DMSO, 0,48 niy
aminobenzamida i 1,12 mg-@#kolinborana (neposredno mora biti ugrijan na sobnu
temperaturu)po uzorku. Prilikom dodavanja potrebno je krute sastojke dobro otopiti
PLMHADQMHP L YRUWHNVLUDQMHP RR\RR RIEEQ BiAVH4E EESID QD WIDH R
digestoru.U svaki se uzorak dodaje 25| otopine za € LOMG@IMBYID SURPadnihH&ED SR
resuspendiranjen X ]RUND 3ORpPLFD VH ]DWYRUL D GiKalticj kriédB P IROL M
PLQXWD QDNRQ pHJID V O LkHIshtaPasljexnEubaclievuporpEostayfel

30 minuta da se ohlade na sobnu temperatako bi bili VSUHPQL |]D QDQRaAHQMH QL
SORpPLFX

x 3UHWSULSUHPD *+3 SORpPLFH

Za vezanje glikana koristi s&+3 S O&Rzp 196 uzoraka s hidrofiliinom polipropilenskom
membranomY HO L p L@QH &R bwPrep GHP 0,2 P ILOWHU SORDplipffpeac PO

se sastoji odispiranja SORpLFH VD HWOD QRX@MRWUDPLVWRPI YRGRP
QDSRVOMHWNX VYMHAaH S i(43C) AP O.\vhK) bdPdodanid &ehgensa se
poreduXNODQMD S BrisReipXmpeDBNDX¥ X XP PDQLIROG 3DOO W®RUSRUL
treba paziti da tlak pumpe nij¥ HiL RG NPMR QH EL RAWHWLR PHPEUDQ
1IDNRQ SUHNRQGLFLRQLUDQMD X]RUFL VH SRVWDYOMDMX Q

x 1DQRAHGMRpLARDIYOMPWIEONBQD QD *+3 SORpL

8 VYDNX MROADTFMHVH G/ KDDAERIRUE promjenu nastavka pipete za svaki

uzorak kako bi se izbjegla kroskontaminaciotom se uzorcL] VY DN H SWIRGFUWNFH & D
XYODpHQMHP X Qdxé WRUYDWWHUSHMMHNL QDVWDYDN SDAaOMLYI
uzorka(RNR ) XX MD&+EFEXSORBHAFPORPLFD VH LQNXELUD PLQXYV
vakuumira u otpadoritom S D ] Hlé Hak vakuunske pumpeQH S USnvirHg Hatim
]DSRPpLQMH SURFHV S P&\ DSYSEIWDR UDLND QR @D &R J $&
MDALFX WH YDNXXPGQD X NRUDINGV H SORDQNIRYQO MHDI M R/AH W U3 S
stavi na vrh stalkedvo-mililitarske SORRLLBELSHWLUD VH | KauB@KUR J $ ¢
MDALFX WH V Hertsfaigiga® Rmuts Ba 1000 rpm.
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x Eluiranje R]1 Q D p H@lkaKa 1

*+3 SORpLFD VH VWDYL QD YUK pLVWH $%JHQH 3&5 SORDpPLFI
pLVWH YRGH NRULVWHUL [ Q Djhafjku I NrringtB. Zatirs $¢\GHP L VWD
SORpPLFD FHQWULIXJLUD PLOQXWD QD USP NDNR EL VH
SORpLFX 3RQRYL VH SRVWXSDN GRGDYDQMD XOWUD pLVWH
I sakupljsse GUXJD IUDNFLMD HOXDWD X vieéasa 8kngaip vofuenleiathU DM X

/| 3&5 SORpLFD ]JDWLP VH |[DWYRUL 3&5 SRNORSFHP L S

3.4. Kromatografska analiza N-glikozilacije

N-glikani plazme RELOMHAHQL |10 XR UH VFampdbemntamitdoianaligifjd 5eQ V R P
HILIC -UPLC kromatgrafskom metodom na Waters Acquity UPLC analizatoru (Milford, MA,

6% $QDOL]DWRU VH VDVWRML RG SXPSH NRMD SURSXaw
injektora za uzorak i fluorescentnog detektora (s valnom duljinom od 330 nm za ekscitaciju i

420 za emisg). Acquity UPLC BEH Glycan kolona ima dimenzij&dx 2,1 mm i punjena je
pHVWLFDPD YROEPLAB QL VX QRA&HQLNRRKUI@AQGMPandn]jR P

formijat (otapalo A pH 440) i acetonitril(otapalo B)Acetonitril s linearnim gradijentom od

70 +52 % i brzinom protoka od 661 PO PLQ SRVWLAH QDMEROMH XYMHW
tijekom 25 minuta trajanja razdvajanja na koloni pri temperaturi kolon250d. Kolona se

ispire s amonij formijatom (otapalo AL UHNRQGLFLR QL UIDEpRpSIRAIRNW QH XYM
otapalo B) tjekom 282 PLQXWH 2SWLPL]JLUDQMH XYMHW Dp&RNWDY OM
programa(Waters) L] NRMHJ VH HNVWUDKLUDMX UH]XOWDWL DQDO
programu BMSRZHU X NRMHP VH RYPQ&LOQAWHNIBRG DNNMRPDWRJIUD
VOLMHGL VWDW LV WLPExEdu (ReEzijal1 8B MicRo& D difidd)ilprogramu R

(verzija 3.3.3https://cran aproject.org/bin/windows/base/old/3.3.3/
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4. REZULTATI

Nakon deglikozilacije N-JOLNDQL RELOMIMDAXRQUHV¥XUD/MXURP UHDJ
aminobenzamiom i razdvojenit YLVRNRWODpPQRP WHNXUL®@rwdjeRe} i URP D W
hidrofilnim interakcijama{lILIC UPLC). Kromatogramiu podijeljeni u39 kromatografskih
YUaPERBGP39), NDR aWR \shci YLGU LQ PpHHPX MH VYDNRP YUANX S
R G U Hy H QRedoSliieN 2I§¥a s kolone odgovara pretpostavlienom mehanizmu razdiobe

prve sueluirde manje hidrofobnije molekule, dok polarnije Q D E L M Hiplekule éfutitdjud

zadnje 3ARVOMHGQMD N U R P D W-BB39pr&tistayljgy xaiNid nabgene
glikanebogate sijalinskom kiseinomNRMH QDYMHURMDWQLM&d YHULQRP SR

N-acetilglukozamin
% Srznafukoza ¥
Manoza @
Galaktoza
M-acetilneuraminska kiselina 4

100+

50+

Intenzitet/EU

Vrijeme/min

Slika 7. Prikaz kromatograma dobivenih glikanskih skupina naleaavajanja N
glikana HILICG-UPLC metodom

Osim uzoraka ispitanika, analizusu X N OMs¥apdtard- uzorci plazmezdravih ljudi koji nisu

na terapiji varfarinomOnisu Q DV X P L p Q R i Dek&ikoWHDYa4K® Di se ispitao utjecaj
YDQMVNLK tjekéhEgoldnbl iCanalize uzorakd.D S @ Bzprcimge zbog ispitivanja
kroskontaminacije u prethodnim koracimadana XOWUDpPpLVWD YRGD PLOL4 ND
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4.1. Pouzdanost analize

5DpXQDMXiuL VUHGQMX YULMHGQRVW UBkaGtandatnin@tdpisaR YU AL Q

S UL S DRBM Xdriosno koeficijent varijacijg@spitana je preciznost metodéablica 9)

Kriterij prihvatljivosti za preciznost metode ovisi o tipu analZza. ELROR&NH X]J]RUNH WUI

relativno standardno odstupanje manjeL6d.5%.

Tablica9. Koeficijent varijacije standarda za svaku glikansku skupinu

Glikan Srednja Koeficijent Glikan Srednja Koeficijent
vrijednost varijacije vrijednost varijacije
GP1 6,4 6,1% GP21 0,5 3,5%
GP2 1,8 5,7% GP22 3,2 3,5%
GP3 0,1 9,8% GP23 1,7 3,4%
GP4 59 4,5% GP24 2,2 4,1%
GP5 3,1 5,5% GP25 0,1 19,1%
GP6 14 4,1% GP26 1,8 3,9%
GP7 11 6,6% GP27 0,9 3,2%
GP8 1,7 6,6% GP28 0,7 3,6%
GP9 0,1 6,4% GP29 0,2 17,1%
GP10 5,0 2,9% GP30 4,8 3,1%
GP11 1,0 6,4% GP31 0,4 6,6%
GP12 11 3,1% GP32 11 3,5%
GP13 0,9 5,3% GP33 2,0 3,5%
GP14 13,4 3,5% GP34 0,3 7,1%
GP15 0,4 7,2% GP35 0,2 4,9%
GP16 6,0 2,7% GP36 0,4 5,9%
GP17 2,1 4,5% GP37 0,4 2,9%
GP18 3,3 2,5% GP38 0,6 5,2%
GP19 1,0 5,4% GP39 0,4 10,8%
GP20 22,3 3,5% PROSJEK 5,6%

S doziromnato GD MH LJ]UDpXQDWR UHODWLYQR VWDQGDUGQR

NURPDWRJUDILMD SRND]XMH |][DGRYROMDYDMXUX SUHFL]QR\
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42. 6WDWLVWLpPND REUDGD

Nakonkromatografskeanalizemanulano sULQWHJULUDQH SRYUALQH LVSRG Y|
za svakiuzorak X] S R PURDQip X0Q pray@na Empower Metodom linearne regresije

UD p X Q prayfamuPRverzija 3.3.3procijenjen jeefekt i VW DW LV W L ppolezp@d3stp DM Q RV
SRYUALQH SLND VYDARJLUDINDIQDRD QRNXSQX SRYUALQX V
vafarina BULWRP VPR NRULVWLOL RSUL OLQHD®k&®Y). PRGHO SUL!

1IDNRQ VWDWLVWLpPpNH REUDGH SRY Wijedpdsti z6 RE ghk&h® H VX R
(Tablica 10) P-vrijednostje Y H O LkpjiLgovdrio VW D \¢f ] QY h p MzZQIRtd Wijerenja, a

WR MH X QDAaHP V O pdvérdhisgikahskddJdpdhils QiDAé/\iarfarinass QDpDM QR P
razlikom smatraju seamooni rezultatikojimajep YULMH G Q R V Wneéplvai&@inBsB (3 UD QL p
< 0,05).
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TablicalO. P vrijednosti zasvaku glikansku strukturu

p-vrijednost p-vrijednost

Glikanska p-vrijednost  korigirana na| Glikanska p-vrijednost  korigirana na
struktura YLaAHVW struktura YLaAHVW
testiranje testiranje
GP1 0,131 0,616 GP21 0,990 0,990
GP2 0,134 0,705 GP22 0,419 0,767
GP3 0,697 0,852 GP23 0,056 0,616
GP4 0,943 0,960 GP24 0,375 0,732
GP5 0,116 0,616 GP25 0,128 0,616
GP6 0,920 0,960 GP26 0,561 0,810
GP7 0,936 0,960 GP27 0,093 0,616
GP8 0,544 0,810 GP28 0,721 0,859
GP9 0,441 0,783 GP29 0,235 0,616
GP10 0,291 0,661 GP30 0,506 0,802
GP11 0,623 0,810 GP31 0,734 0,859
GP12 0,222 0,616 GP32 0,596 0,810
GP13 0,920 0,960 GP33 0,080 0,616
GP14 0,191 0,616 GP34 0,826 0,946
GP15 0,605 0,810 GP35 0,070 0,616
GP16 0,873 0,960 GP36 0,665 0,831
GP17 0,606 0,810 GP37 0,918 0,960
GP18 0,216 0,616 GP38 0,525 0,802
GP19 0,189 0,616 GP39 0,229 0,616
GP20 0,046 0,616

|z tablice10. vidisedasupYULMHGQRVWL L]QDG VWDWLVWLpPpNL ]QDpDM
za sveglikane, osim za GP20 koji jedini SRVWLJDR LQLFLMDWijedfosY mAaQRVW
RQD L GDOMH QLMH VWDWLVWLPNL ]QDpDMQ
testiranje.2VLP GLUHNWQR L]JPMHUHQLK JOLNDQD X YIROW HYV N ¥

GP20iznosi oko

efekta povezanost 16 deriviranih glikozilacijskih svojstava s dozom varfari(@ika 9).

'"HULYLUDQD VYRMVWYD VX LIUDpXQDWD L] GLUHNWQR PMHLU
=EURMHQL VX VYL JOLNDQL V QHNRPDREQDWHG
deriviranaglikozilacijska svojstvasuJUDQDQMH JDODNWR]JLODFLMD DQWH

rezultata(Tablica 11)

sijalinizacijaL U D pY détigiukodamin
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Tablicall 5DpXQDQMH GHULYLUDQLK JOLNR]JLODFLMVNLK VYR

Derivirano svojstvo

Formula

nisko grananje

GP1+GP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP7+GP8+GP9+GP10+GP11+GP]
GP13+GP14+GP15+GP16+GP17+GP18+GP19+GP20+GP21+GP22+

visoko grananje

GP24+GP25+GP26+GP27+GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP33+4
+GP35+GP36+GP37+GP38+GP39

agalaktozilacija

GP1+GP2+GP7+GP19

monogalaktozilacija

GP3+GP4+GP5+GP6+GP13

digalaktozilacija

GP8+GP9+GP10+GP11+GP12+GP14+GP15+GP16+GP17+GP18+G
GP21+GP22+GP23

trigalaktozilacija

GP24+GP25+GP26+GP27+GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP334
+GP35

tetragalaktozilacija

GP36+GP37+GP38+GP39

asijalinizirani GP1+GP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP7+GP8+GP9+GP10+GP11+GP]
monosijalinizirani GP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP17

disijalinizirani GP18+GP20+GP21+GP22+GP23+GP24+GP25+GP26+GP27
trisijalinizirani GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP33+GP34+GP35+GP36
UDpYDMXUL *( GP2+GP3+GP6+GP9+GP11+GP12+GP15+GP17+GP21+GP23+GP2
oligomanozni GP2+GP7+GP19

tetrasijalinizirani GP37+GP38+GP39

VUAQD IXNR]L

GP1+GP2+GP4+GP5+GP6+GP10+GP11+GP13+GP16+GP17+GP22
GP23+GP31+GP34+GP35

antenarna fukozilacija GP27+GP33+GP35+GP39

Slika9. 9HO L p L Q(B) poieddntsbL]PHYy X SRMHGLQRJ GHULYLUDQRJ JO
GR]H YDUIDULQD V SULSDGDM¥6%P LQWHUYDOLPD
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PPYULMHGQRVWL ] D] QD/pmiRGrEN RER ®WILH & NhHstralduaNzbad jé N
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH JU D QprikazarinGresultatimgThlhdd R2)M H Y L G (
Dakle, GHULYLUDQD VYRMVWYD WDNRYyHU QH SRVMHGXMX VW
varfarina jerp-vrijednost niti jednog od svojstavg@manja odJ U D Q L-\pif@dthoSi.

Tablical2 PYULMHGQRVWL ]D RGJRYDhs$toukoali D RELOMHAMEL

Derivirano svojstvo p-vrijednost p-vrijednost korigirana na
YLAHVWUXNR W

Antenarna fukozilacija 0,104 0,616
5D p Y D Magdiilglukozam 0,171 0,616
6UAQDIlANAR] 0,212 0,616
Agalaktozilacija 0,168 0,616
Monogalaktozilacija 0,633 0,810
Digalaktozilacija 0,170 0,616
Trigalaktozilacija 0,519 0,802
Tetragalaktozilacija 0,464 0,797
Visoko grananje 0,300 0,661
Nisko grananje 0,300 0,661
Oligomano#acija 0,130 0,616
Asijalinizacija 0,491 0,802
Monosijalinizacija 0,300 0,661
Disijalinizacija 0,133 0,616
Trisijalinizacija 0,386 0,732
Tetrasijalinizacija 0,346 0,705
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5. RASPRAVA

IbDUIDULQ MH WUHQXWQR QDMSURSLVLYDQLML DQWLNRDJ:
OLMHNRY LPr@xjexjR& seHa 2 miljuna stanovnika SAD JRGLaAaQMH JDSRpQH V
varfarinom,gdje spadaP Hy X QDMSURSLYV (SeHzi@mah lskr., 200 M B R R WIR p
nedostacima & L U Rrinjenu zadU &@e zDKY D O M X M 1% (XLJ R RIGNpE| &e o]
djelotvornostite zbog QHSULVWXSDpQH FLMHQH QRpak KboB bjegy@QLK DQV
potrebeza W H U D S L MnfeWLLPp &lduBddjda VY H Y kafrenyulgpropisivangmnovih

oralnih antikoagulansglLoo i sur., 2017) Varfarin se u Hrvatskoj wglavhom dozira
WUDGLFLRQDOQLP ni Ditij@hapddzaPseSpobhiseie @& &jem na prethodno

mjerenje INRa ili na populacijski prosjek (8mg/dan) 0 H y X Vétalitine doze za postizanje

ciljanog INRa (23) mogu variraVL L]PHyX L PJ YDUDM XQ B VSARD G D GU
postizanpfDGHNYDWQH GR]JH PRaH SRWUDMDWL WMHGQLPD D
SRYHUDQRP ULJLNX RG NUYDUHQMD LOL VWYDUDQMD XJUXa
ili hipodoziran (Johnsoni sur.,2011) -HGQD RG PHWRGD NRMD SRPD&H X E
WHUDSLMVNLK NRQFHQWUDFLMD OLMHND L VPDQMHQMX PR.
na polimorfizam CYP2C9 i VKORC1 enziméako je CYP2C9/VKORC1genotipiziranje

pouzdano kada seviodi ukvalificiranim laboratorijima farmakogenmskatestiranjanikako

ne mogu zamilentREDYH]QR SUDUNGMVRPBBXaHP L S UdésitdrQuL M HP
terapijske koncentracijdijeka (Schellemari sur.,2011) ,DNR P Q R Jddjaltwdk’ kbRcA L Y
JHQWRWLSL]DFLMD QDYHGHQLK SROLPRUILIDPD GRSULQRV
DQDOL]D SURYHGHQD QD N O krijeime NiLkidjern \6& patijletiCb@ MD WY U
indiciranom rasponu INR, incidencija supraterapijskin IN&a i pojava velikih epizoda
NUYDUHQMD L WURPERHPEROLMVNLK NRPSOLNDFLMD QLV
skupinama koje su bile farmakogenomski ttsbhQH X RGQRVX QD RQH NRMH
WUDGLFLRQDOQLP NOLQLpPpNLP SULVWXSRP 'DNOH PpLQL VH
X VNRURM EXGXUQRVWL SRVWDWL VWDQ G DBt&gi¥pdulosiQLpNR M
Brown, 2Q.4).

%XGXUL GD SRVWRML YHOLND SRSXO D&zlidD sévrietbtid zMH QD \
procjenu idealnog doziranja. Farmakogerskitestov na polimorfizam CYP2C9 VKOR1C
enzimaYHUO VX SURQD&aOL VYRMH PMHVWR Xlaih@iskhLgodteid! SUD N’
NDR PHWRGD SUHGYLYV DiQaj&postdilddmo Kar idej@lBddyhbingnsh2no
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L VW U DnaYuDé&rMWu i sur.,2018)tvrdi da postdj povezanosglikozilacijskog profila

AGP-ai afiniteta vezanja varfarina za AGiRvitro. U tom radu je dokazep davisoki stupanj
razgramtostiN-glikana iantenarndukozilacija smanjuju afinitet vezanja varfarinax@P a W R
UH]XOWLUD YHURP VORERGQRBDNRDWHQW X DIF ISWRIRVK R G IDRJ IV
SRVWRMDOD MK RRRRUIIQRVWD&IDY DRRAMIHSR QLY UGLRRBR QDXW MH |
varfarina na proteine plazme WL P H R Bl EraocieMuadekvae dozeza pacijente.

SRPHWQD LGHMD iRo¥rRiJ dodhizg&di Neglikarie fihkmatskih proteina ispitanika

NRML VX QD NURQLpPpQRN MNHDWQD. SV M LR WBXIDWHQRR SURWHLQ
enzima PNGaze F te analizirani HIL@PLC kromatografijom. Kromatogrami su zatim
LQWHJULUDQL SRPRUX UWIBIRZHO QRU LSAWRHWID PBIJUHVLMVNX |
5 SULODJRYHQX ,S6biverR tlvriledhoSteRf€kAta povezanostiozevarfarinai
glikanazajedno s njihovimprie GQRVWLPD NRMH SUHGVWDYOMDMX SDUD
Osim direktno izmjerenih glikanaDQDOL]D MH REXKYDWLQErivialiND RG C
JOLNDQVNLK VYRMVWDYD NDR &WR VX -addiilp@x&eihH [IXNR
galaktozilacija sijalinizacija.Analiziranjem rezultataije SURQmMtyMBGDQ RGUHYHQL J¢
kao ni derivirano svojstvo glikarkoje pokazujeVW D W L V W Ljpixezana3Odo Drhi{@nd

varfarina. Glikan GP20 je jedini pokaza LQLFLMDOQX J]QDpDMQRVW QR QL
YULMHGQRVWL QD KVdnEizyuydJ\KX\W BWALNWWWL.bNDQ®BIpD M

Eksperiment jeciljano |DSRpHW L ERZ0ADj¥ @fllCk@dbg glikoproteinakoji je

potencijalni prediktoispravnedoze varD UL QD % X @Gdiolelfa @idzlolyl glikoproteina

daleko manji u odnosu na imuglobuline i ostale glikozilirane protein@azme(Clerci sur.,

2018) efekt njegovih glikana na dozu varfariagerojatno QLMH PRJXUH XRpLWL JER
SRIDGLQVNRJ aXPDYT JOLNDQbukphinpRZnatskgBRARKPAIIIQ D SOD]

XWMHpH L NROLpLQD SRMHGLQRJ JOLNRSURW.Hbspjane QH VDI

minimalnepovezanostiglikana GP20 slozom varfarina ukazuje da bi potencijalno izoliranje

alfa-1 kiselog glikoproteinaz uzoraka plazmeH QDNQDGQD GHJOLNR]JLODFLMD |

JOLNDQD RoBtRduhipbt®zBkoji su znanstveni radovi potvrdiln vitro (Wu i sur.,

2018) % X G X ud_sdsl@e postoj protokol za&¥ L V R N R SikbRaNUR gn@liXu glikozilacije

alfa-1 kiselog proteinaRYD PHWRGD MR& XYLMHN QH PR&H ]DALYMHWI

od metoda koja ima potencijal za razvoj.
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6.=%$./-8YyAK

Glikozilacija ima brojne YD a@age X VWDQLFDPD PHVWINRMIOID WLXQDOL
razvrstavanje i ispko smatanje proteina, regulacijihovog a LY R Wijek|a, Jkao i
RGUHYLYDQMH QMLKRiYHUE&®RQ R AN FDIBFN\G MHBROMML K MH JRGL!
SUHSR]QDWD QMLKRYD YDAaQRYWRX RH@ K GYLCH B KRjiEnQdH X OQ IVINHH
OLMHNRYD NRML VH L]JUD]JLWR YHaHsr2 D petizRONStizEhje SOD]P|
terapijskekoncentracije varfaringredstavlja svojevrsan izazov. Togd velike Y DAQARV W L
XVSMHaGaQR OLMHpHQMH MHU VH X VXSURWQRP PDQLIHVWLUD
antikoagulacijskog djelovanjdedna od @risnh metoda] D XWY USRYBIQN)HH GR]H OLMI
je farmakogeamskotestiranje na polimorfizam CYP2G¥KORClenzima =ERJ RGUHYHQL
nedostataka te metode, kao cilj ovog ragéanje potencijalnoQRYL @D hO® J&pizY D Q M

]D DQWLNRDJXODFL Khum R id2jaje! obiMe@aVk HznahEnendy rada koji je

potvrdioin vitro povezanostR G U H ylik&hskih svojstava sa smanjenim afinitetom vezanja
varfarina za alfel kiseli glikoprotein(Wu i sur.,2018) Iz dobivenihrezultata] DN O M XdaX M H V H

1) Nijedan glikan nijednoderiviranoglikansko svojstvaikupnih plazmatskiproteinane
SRND]XMH VWDWSRWH]IDNIRMWD p/DW R KQ R RarfirihdZbh&g. MV N R P
velike koncentracijieJOLND QD NRML Q-H kiSdoy/ dikdrdteiRa@Gdridsnd D
zbog malog udjela AGR PHYyX SOD]PDWVNIQRL MY R B RMERDX UH
podavljenuhipotezu

2) 3BRVWRML PR JXieQd&iNowizaabijom Hifa-1 kiselog glikoproteinadobiju
RpHNLYDQL UH]X powEawostglikanSkihVévojdtévha i afiniteta vezanja

varfarinaza AGPin vivo.
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8. 6 $4a (7 $/SUMMARY

81. 6DaHWDN

Varfarinje QDMVWDULML L QDMSURSLVLYDQLML RUDOQL DQWLNF
YHOLNLK LQWHULQGLYLGXDOQLK Y-B Uspdstaidjarpeth RdekvaingD KW L M
LQLFLMDOQH GR]H YDUIDULQD VPDQM X MHendddpbdtizhhjR G Q XV
RSWLPDOQH NRQFHQWUDFLMH $PHULpPpND DJHQFLMD ]D K
SURYRYHQMH IDUPDNRJHQRPVNRJ WHVWLUDQMD QD SROLP
XYRYHQMD YDUIDULQD X WHUDSLMX 7DrametvihR Goak nHRPEL Q!

uspijeva dovoljno dobro predvidjeti stabilnu terapijsku dozu varfarina za sve pacijente.

8ORJD JOLNR]JLODFLMH SURWHLQD SOD]JPH X IDUPDNRNLQHYV
alfa-1 kiseli glikoprotein, koji je jedan od glavniHikpproteina plazme za vezanje lijekova, in

vitro je dokazano da visoki stupanj grananjglana i antenarna fukozilacija smanjuju njegov
DILQLWHW YH]DQMD YDUIDULQD 6WRJD MdlikarL @upniRYRJ UD
plazmatskih proteina (k¢j VDGU AL L -1 KdeNddikdprbt@nd) predvidjeti potrebnu

inicijalnu dozu varfarina.

IDNRQ L]J]ROLUDQMD L] X]JRUDND NUYQLK SOD]JPL -L RELOI
aminobenzamid), NJOLNDQL VX UD]JGYRMHQL YLVRNRWi@BpQRP W
temeljenoj na hidrofilnim interakcijamd.RELYHQL NURPDWRJUDIVNL YU&aFL V.
QRUPDOL]LUDQL QD XNXSQX SRYUALQX 3RPRUX RSUHJ OLQ
spolu, napravljena je regresijska analiza u programu R (verzij3). 3Rezultati pokazuju da
QLMHGDQ JOLNDQ NDR QLWL MHGQR GHULYLUDQR VYRMV\
povezanost s potrebnom terapijskom dozom varfarina, no postoje naznake da bi povezanost
PRJOD ELWL XRpHQD VPDQM H padnihikib ¥lRkdapralghia grietiobnormV W D O L
izolacijom alfalkiselog glikoproteina i analizom samo njegovgliozilacije.
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8.2. Summary

Warfarin is the oldest and the most widely prescribed oral anticoagulant. Due to its narrow
therapeutic range and wide intetipat variability, INR monitoring is required. Establishing the
proper initial warfarin dose, adverse effects are minimized and time to achieve optimal drug
concentration is shortened. That is why FDA has proposed pharmacogenomic testing of
CYP2C9ndVKORCl1alleles for guiding the initial dose of warfarin. Combined with clinical
algorithms, pharmacogenomic testing is still not able to estimate stable therapeutic dose for all

patients.

The role of plasma protein glycosylation in pharmacokinetics isoyleé elucidated. Alpha
acid glycoprotein, which is one of the most common drug binding proteins, has ishaitva
reduced warfarisbinding-affinity due to increased 4dglycans' antennae branching and
antennary fucosylation. Therefore, the goal of thésis was to examine if total plasma protein
N-glycome (which also include alpfiaglycoprotein's Nglycans) can predict required initial

dose of warfarin.

After isolation from plasma samples and labeling with flourescent dgen{@obenzamide),
N-glycans were separated by hydrophilic interaction liquid chromatography. Later,
chromatographic peaks were manually integrated and normalized to total peak area. Using
general linear model, adjusted by age and sex, regression analysis in R qoftveane 3.3.3

has been performed. Results show that there is not any glycan nor derived glycan feature
showing statistically significant association with required warfarine dose, but there is some
indication that the associations could be found by reducing other glpsstein Nglycans'

background noise by alpHaacid glyoprotein isolation prior to4#ylycome analysis
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