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SAZETAK

Fibrilacija atrija je bolest kompleksne patofiziologije ¢iji razvoj i perzistencija nisu uzrokovani
samo nepravilnim elektriénim signaliziranjem u srcu nego i razvojem promjena u sré¢anom
misi¢u koje rezultiraju supstratom podloznim za nastanak i progresiju bolesti. Promjene poput
razvoja intersticijske fibroze i akumulacije epikardijalnog adipoznog tkiva su uzrokovane
lokalnim upalnim odgovorom te takoder poticu nastanak istog. N-glikani ukupnih plazmatskih
proteina i imunoglobulina G su dokazani biljezi razli¢itih bolesti, pogotovo onih u kojima je
izrazena upalna ili metabolicka komponenta kao Sto su dijabetes, hipertenzija i
kardiovaskularne bolesti. Sva navedena stanja su ¢imbenici rizika za fibrilaciju atrija te su stoga
potencijalno povezani s razvojem 1 progresijom bolesti. Vazna uloga N-glikozilacije proteina
plazme, a posebno imunoglobulina G (IgG) u upalnom odgovoru, kao i spomenuta povezanost
s ¢imbenicima rizika, motiviraju istrazivanje N-glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina i
izoliranog IgG-a u fibrilaciji atrija. Kako bi ispitali potencijalne promjene, analizirali smo N-
glikome IgG-a i ukupnih plazmatskih proteina 172 pacijenta s fibrilacijom atrija 1 usporedili ih
s N-glikomima 54 kardioloski zdravih kontrola. Pacijenti su takoder bili podvrgnuti zahvatu
kateterske ablacije te su uzorci prikupljeni u dvije vremenske toc¢ke, neposredno prije zahvata i
nakon Sest mjeseci, tijekom kojih su pacijenti praceni za recidiv fibrilacije atrija. Analiza N-
glikozilacije provedena je koriste¢i visoko-protoénu metodu temeljenu na tekucinskoj
kromatografiji ultra-visoke uc¢inkovitosti. Jedan oligomanozni glikan iz N-glikoma ukupnih
plazmatskih proteina te Sest glikana IgG-a pokazali su statisticki znac¢ajne promjene izmedu
zdravih kontrola 1 osoba oboljelih od fibrilacije atrija. Promjene su bile izraZenije u IgG-u, te
su promjene vezane uz smanjenje razine struktura s racvajuéim N-acetilglukozaminom bile
specificne za fibrilaciju atrija. Uz to, Cetiri glikana u N-glikomu plazme, preteZito oligomanozne
strukture, pokazale su znacajne razlike izmedu podskupine pacijenata koja je dozivjela recidiv
fibrilacije atrija nakon zahvata te one za koje je odsustvo fibrilacije atrija bilo stabilno unutar
vremena ove studije. IgG N-glikom je takoder opsezno korelirao s CHA2DS2-VASc procjenom
rizika od mozdanog udara, gdje je opaZzen pomak IgG glikoma prema porupalnom fenotipu
kako se CHA>DS,-VASc vrijednost povecava. Ovo je prvo istrazivanje koje je usporedilo N-
glikome proteina plazme i izoliranog IgG-a pacijenata s fibrilacijom atrija s zdravim kontrole

te ovdje opisani rezultati daju temelj za daljnje glikomske studije fibrilacije atrija.

Kljucne rijeci: N-glikozilacija, N-glikani, fibrilacija atrija, N-glikani imunoglobulina G, N-
glikani ukupnih plazmatskih proteina, UPLC



SUMMARY
Introduction

Atrial fibrillation is a the most commonly diagnosed heart arrythmia whose occurrence
increases sharply with age. It is estimated that 6% of the population above 65 and 10% of the
population above 80 suffers from atrial fibrillation. The prevalence is projected to keep
increasing in the developed world due to an increase in population age as well as concurrent
rise in the rates of conditions that are risk factors for developing atrial fibrillation such as
diabetes, heart disease and obesity. Atrial fibrillation carries a significant mortality and
morbidity burden due to increased risk of thromboembolic events such as stroke which is the
most serious associated complication. The pathophysiology of atrial fibrillation is complex and
multifaceted and involves an interaction between the aberrant electrical signaling in the heart
and structural changes in the heart muscle itself. The changes include presence of interstitial
fibrosis in the tissue of the atrium and accumulation of epicardial adipose tissue. Fibrotic tissue
is poorly conductive and disrupts regular wave propagation through the atrium leading to
irregular heartbeat. Epicardial adipose tissue on the other hand accumulates in the space
between the pericardium and the epicardium and can infiltrate the heart muscle itself leading to
disruption of signal transmission. It also secrets inflammatory cytokines that promote
inflammation and further exacerbate interstitial fibrosis. These changes make up the substrate
that is thought to be necessary for atrial fibrillation progression and persistence. Irregular
electrical signals that cause the episodes of atrial fibrillation are thought to mainly come from
proximal parts of the pulmonary veins in the form of rapidly firing ectopic foci that when
combined with the substrate promote further persistence of the disease. Isolation of pulmonary
veins via catheter ablation is therefore, along with antiarrhythmic therapy, one of the main
therapeutic approaches to atrial fibrillation. The changes that bring about the substrate are
inflammatory in nature and local inflammatory markers have been shown to be increased in
people suffering from atrial fibrillation. Systemic inflammation is also implicated, and
circulatory inflammatory markers have also been associated with atrial fibrillation. Many

conditions that are risk factors for atrial fibrillation have an inflammatory background.

Inflammation is a complex process involving many different proteins and cell signaling
pathways, most of which include glycoproteins. It is known that N-glycosylation, a ubiquitous
posttranslational protein modification is one of the key regulatory mechanisms of inflammation.

Most of the extracellular end membrane proteins are glycosylated, and glycosylation plays a



crucial role in their function, trafficking and interaction with other proteins and cells. N-
glycosylation is the most common form of posttranslational modification of proteins and
investigation of changes in plasma protein N-glycosylation has shown great promise as
biomarkers for disease. This is due to the uniqueness of glycans in that they are not synthesized
in a template-driven manner, but instead depend on the complex interaction of the
microenvironment of the cell in which the glycoprotein is produced. This enables it to be
changed in response to environmental changes such as the occurrence of disease. IgG is a key
mediator of the immune system in the body and is also the most abundant glycoprotein in the
serum. Glycans are critical for its effector functions and modulate its effect on the immune
system enabling it to act in either a pro-inflammatory or anti-inflammatory fashion. Changes in
plasma protein N-glycosylation and specifically IgG have been well documented in processes
such as aging, chronic inflammation, as well as cardiometabolic diseases such as diabetes,
cardiovascular disease, and hypertension. They have shown promise as sensitive biomarkers,
and due to the known involvement of inflammation in the onset of atrial fibrillation as well as
association of glycans with conditions with are closely associated with atrial fibrillation it may
be useful to investigate the changes in IgG and total plasma proteins that might be occurring in

atrial fibrillation.
Materials and methods

This study included blood plasma samples from 226 individuals that were collected at
Magdalena clinic and Dubrava clinical hospital. The Atrial fibrillation group was recruited at
Magdalena clinic and included 172 patients suffering from atrial fibrillation that were indicated
for catheter ablation procedure. The patients underwent a catheter ablation procedure performed
using radiofrequency ablation technique. Blood plasma samples were collected at two
timepoints, baseline sample was obtained before the procedure and another sample was
collected at the six-month follow-up examination. In total 172 baseline samples and 106 follow-
up samples were collected. Patients were monitored for atrial fibrillation recurrence for six
months following the procedure. The control group consisted of 54 individuals for whom
absence of atrial fibrillation and other cardiovascular diseases was confirmed. Control group
samples were collected at Dubrava clinical hospital. In total IgG N-glycosylation and total
plasma protein glycosylation analysis was performed on 332 samples. Total plasma protein and
IgG glycoprofiling was performed using a high-throughput UHPLC method of released N-
glycan analysis. For IgG N-glycan analysis, IgG was first isolated from 100 pL of plasma using

an automated protein G affinity chromatography method. For total plasma protein N-



glycoprofiling 10 pL of plasma was used. After IgG isolation the analysis of both total plasma
protein and IgG N-glycosylation followed the same procedure. Firstly, proteins were denatured
by addition of sodium dodecyl sulfate (SDS) and incubation at 65 °C. To enable the activity of
peptide N-glycosidase F (PNGaseF) enzyme, excess SDS was neutralized by the addition of
Igepal CA-630. Glycan release was then achieved enzymatically by overnight treatment with
PNGaseF at 37 ©°C. Released N-glycans were then fluorescently labelled with 2-
aminobenzamide using a reductive amination reaction with 2-picoline borane as a reducing
agent. Labelled glycans were separated from the matrix using solid-phase extraction on SUPOR
filter plates. Glycans were eluted from the SUPOR membrane using ultra-pure water and
prepared for ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC) analysis which was
performed on a Waters Acquity H-class system coupled with a fluorescence detector. Separation
was performed on a Waters Glycan BEH Amide column. Chromatograms of total plasma
protein N-glycans were separated into 39 peaks, labelled GP1-GP39, while the chromatograms
of IgG N-glycans were separated into 24 peaks, labelled IGP1-IGP24. Integration was
performed manually. Relative amount of each glycan in the sample was expressed as percentage
of total integrated area. Besides 39 and 24 directly measured glycans, derived traits were
calculated based on the individual glycan relative areas. Derived traits combined glycans with
common structural features such as galactosylation or sialylation. Statistical analysis was
performed using the R software. Glycans were batch corrected to minimize technical variation
of the method and were then log-transformed to obtain a normal distribution enabling the use
of parametric tests. Linear regression was used throughout to test for statistically significant
changes. In each model age and sex were also included to account for their effect on the
glycome. P-values were adjusted using Li-Ji method and significance threshold of p < 0.05 was

used.
Results

Linear regression was used to assess differences between healthy controls and patients with
atrial fibrillation. In the total plasma protein N-glycome one glycan, GP19 (Man9) was
significantly increased in patients with atrial fibrillation (B = 0.075, p-value 0.004). More
extensive changes were noticed in the IgG N-glycome where IGP5 (Man5) (B = 0.123, p-value
0.012), IGP9 (FA2[3]G1) (B = 0.065, p-value 0.047), IGP20 (structure not determined) ( =
0.221, p-value 1x1077) and IGP21 (A2G2S2) (B = 0.166, p-value 6x10~°) showed a statistically
significant increase in patients with atrial fibrillation compared to healthy controls while IGP6

(FA2B) (B = -0.093, p-value 0.022), IGP10 (FA2[6]BG1) (B = -0.083, p-value 0.029) and



bisecting trait exhibited a decrease (p = -0.055, p-value 0.037). Differences in total plasma
protein N-glycans were also observed when comparing pre-procedure N-glycomes of patients
that experienced disease recurrence in the six-month follow-up after catheter ablation and those
that did not experience a recurrence. These findings were significant even after adjusting for
diabetes and hypertension as additional confounders. GP2 (Man5, FA2B) (B = 0.117, p-value
0.034), GP7 (Man6) (B = 0.094, p-value 0.037), GP9 (A2BG2) (f =0.123, p-value 0.034), GP15
(A2BG2S1) (B = 0.12, p-value 0.024) and oligomannose trait (B = 0.069, p-value 0.012) all
showed an increase in patients that had a recurrence of atrial fibrillation during the 6 months.
No significant associations with disease recurrence and IgG N-glycans were found. When
comparing pre- and post-procedure N-glycomes differences were found in the IgG N-glycome
while no significant differences were observed in the total plasma protein N-glycome.
Significant differences in IgG N-glycosylation entailed a decrease in the following structures:
IGP5 (Man5) (B =-0.108, p-value 0.002), IGP17 (A2G2S1) (B = -0.086, p-value 0.018), IGP20
(structure not determined) (B = -0.19, p-value 2x10®), IGP21 (A2G2S2) (B = -0.172, p-value
2x107%). Finally, the IgG N-glycome correlated extensively with the CHA>DS,-VASc score for
stroke risk. This is a compound risk score that takes into account multiple factors such as age,
sex, fibrosis of the left atrium, diabetes, hypertension and previous occurrence of stroke. Many
of these conditions are known to influence the IgG N-glycome and this is confirmed in our
study where linear correlations of IgG N-glycans and traits were found with the value of the
CHA:DS>-VASc score. Following traits exhibited an increasing linear trend: IGP4 (FA2) (p-
value 0.044), IGP6 (FA2B) (p-value 1x10-4), bisecting (p-value 0.013) and agalactosylation (p-
value 0.011). Decreasing linear trend was observed for IGP8 (FA2[6]G1) (p-value 0.034),
IGP14 (FA2G2) (p-value 0.014), IGP18 (FA2G2S1) (p-value 0.029), IGP23 (FA2G2S2) (p-
value 0.027), digalactosylation (p-value 0.026) and sialylation (p-value 0.013).

Conclusions

We found that the plasma N-glycome and more extensively, the IgG N-glycome is altered in
atrial fibrillation patients when compared to controls. Some of the changes are consistent with
the changes in other conditions that are associated with atrial fibrillation, mainly diabetes and
hypertension but nonetheless IgG N-glycome exhibits a unique signature when it comes to
changes in bisecting structures FA2B and FA2[6]BGI1 as well as the bisecting derived trait.
Changes in plasma were shown when comparing patients that experienced a recurrence of atrial
fibrillation after catheter ablation and could offer a potential predictive biomarker. Still, these

findings would need to be replicated on a larger population before a predictive model could be



constructed. Interestingly, IgG N-glycome exhibited changes between the two timepoints. The
changes were consistent with those noticed between healthy subjects and atrial fibrillation
patients and were in the direction of the controls’ N-glycome. This could indicate a return to a
healthier baseline state following the absence of atrial fibrillation after the procedure. Extensive
correlation of IgG N-glycome with the CHA>DS>-VASc risk score was found. The changes
consisted of a decrease in galactosylation and sialylation as well as an increase in bisecting
structures. This is consistent with changes in inflammation and aging and is perhaps
unsurprising when looking at the factors that make up the risk score. Nonetheless, the linear
trend showing compounding effects of additional risk factors, even after adjusting for age and
sex, demonstrates the extensive changes in the IgG N-glycome in inflammatory and metabolic

conditions such as diabetes and cardiovascular disease.

Keywords N-glycosylation, N-glycans, Atrial fibrillation, Immunoglobulin G N-glycans, Total
plasma protein N-glycans, UPLC
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KRATICE

2-AB — 2-aminobenzamid

2-PB — 2-pikolin boran

ADCC - stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima
APTS — 8-aminopiren-1,3,6-trisulfonska kiselina

Asn (N) — Asparagin

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)
CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

CGE-LIF — kapilarna gel elektroforeza spregnuta s laserskom indukcijom fluorescencije (engl.

capillary gel electrophoresis — laser induced fluorescence)
CRP — C-reaktivni protein

Cys - cistein

Dol-P — dolikol fosfat

EAT — epikardijalno adipozno tkivo (engl. epicardial adipose tissue)
EKG - elektrokardiogram

ER — endoplazmatski retikulum

Fuc, F — fukoza

Gal, G — galaktoza

GDP — gvanidin difosfat

Glc — glukoza

GlcNAc — N-acetilglukozamin

GP — glikanski vrsak (engl. glycan peak)

HILIC — tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic

interaction liquid chromatography)



HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid
chromaography)

HNF1A — engl. Hepatocyte nuclear factor 14
IgG — imunoglobulin G

MALDI — matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (engl. matrix assisted

laser desorption/ionization)

Man, M — manoza

MS — masena spektrometrija

MS/MS — tandemska spektrometrija masa (engl. ftandem mass spectrometry)

MODY - Secerna bolest mladih koje se javlja u odrasloj dobi (engl. maturity-onest diabetes of

the young)

NeuSAc, S — N-acetilneuraminska kiselina, sijalinska kiselina
NMR — nuklearna magnetna rezonanca

OST — oligosaharil-transferaza

Ser, (S) — serin

PAGE — poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. polyacrylcamide gel electrophoresis)
PBS — fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)
PNGazaF — Peptid N-glikozidaza F

SDS — natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction)
Tris — tris(hidroksimetil)aminoetan

UDP — uridin difosfat

UHPLC - teku¢inska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti (engl. ultra-high performance

liquid chromatography)



1. UVOD



1.1. Glikozilacija proteina

Glikozilacija je najzastupljenija posttranslacijska i kotranslacijska modifikacija proteina u kojoj
se kompleksne oligosaharidne strukture, glikani, kovalentno vezu na polipeptidnu okosnicu. To
je precizno kontroliran, enzimski posredovan proces koji je evolucijski visoko o¢uvan te je
prisutan u svim eukariotima (1). Procjenjuje se da je preko 50% ukupnog proteoma
glikozilirano, a taj udio je jo§ veéi u proteinima koji se izlucuju iz stanica ili eksprimiraju na
stani¢noj povrsini (2,3). Glikan se tipi¢no sastoji od 10 do 15 monosaharida koji su povezani
glikozidnom vezom. Repertoar monosaharida koji tvore glikane je relativno malen te su glikani
sisavaca tipi¢no izgradeni od svega desetak razli¢itih monosaharida: glukoze, galaktoze,
manoze, N-acetilglukozamina (GlcNAc), N-acetilgalaktozamina, fukoze, glukuronske kiseline,
ksiloze 1 sijalinske kiseline (4). Unato€ relativno ogranicenom broju monomera od kojih su
glikani izradeni, glikom je iznimno kompleksan. Nekoliko tisuc¢a razli¢itih glikanskih
determinanti moguce je dobiti kombinacijom relativno malog broja monosaharida variranjem
broja, redoslijeda i vrste monosaharida te kombiniranjem razli¢itih na¢ina vezanja (5).
Glikozilacija, stoga, uvelike pridonosi strukturnoj heterogenosti proteina, buduc¢i da isti protein
moze na sebi nositi razlicite glikane te cesto moze sadrzavati nekoliko glikozilacijskih mjesta
na koje se vezu glikani. Na prosjec¢an glikoprotein vezano je dva do pet glikana te se stoga

procjenjuje da je glikoproteom visestruko kompleksniji od samog proteoma (6).

Prema vrsti kovalentne veze izmedu glikana i proteina, glikozilacija se mozZe podijeliti u Cetiri

osnovne skupine:

e N-glikozilacija — GlcNac s reducirajuceg kraja oligosaharidnog lanca povezuje se preko
anomernog C atoma s dusikom u bo¢nom ogranku asparagina polipetida (4).

e (O-glikozilacija — anomerni C atom na reduciraju¢em kraju oligosaharida povezuje se s
hidroksilnom skupinom u bo¢nom ogranku serina, treonina, hidroksiprolina ili
hidroksilizina (4).

e (-glikozilacija — naziva se jo§ i C-manozilacija, modifikacija u kojoj se manoza veze
na C-2 atom indolnog prstena bo¢nog ogranka triptofana (7).

e P-glikozilacija — fosfoglikozilacija, oligosaharid se veze fosfodiesterskom vezom na

aminokiselinu serin (8).

Od navedenih vrsta N- i O- glikozilacija obuhvacaju gotovo sve glikoproteine i najbolje su

istrazene dok su P- i C- glikozilacija razmjerno rijetke.



Za razliku od proteina i RNA ¢ija je primarna struktura zapisana u slijedu nukleotida DNA,
sinteza glikana ne odvija se prema nekom postoje¢em predlosku. Glikani se sintetiziraju
kompleksnim biosintetskim putem u koji je ukljucen velik broj razlicitih enzima (9). Regulacija
procesa glikozilacije 1 dalje nije u potpunosti razjasnjena. Smatra se da konacna struktura
glikana na nekom proteinu ovisi o viSe faktora, ukljuujuéi ekspresiju glikoziltransferaza i
glikozidaza, dostupnost supstrata te stericku dostupnost samog glikozilacijskog mjesta
glikoziltransferazama. Genska regulacija ukljucuje gustu mrezu gena koja obuhvaca razlicite
gene za enzime ukljucene u proces glikozilacije kao i mnoge gene za transkripcijske faktore
(6,10). Prema procjenama 5-10% ljudskog genoma je na neki nacin uklju¢eno u proces
gilkozilacije te je dosada pronadeno preko 700 gena koji kodiraju za razlidite proteine
glikozilacijske masinerije (11). Odsustvo predloska te dinami¢na priroda sinteze glikana ¢ini
proces glikozilacije podloznim razli¢itim utjecajima unutar i van stanice. Promjene u aktivnosti
enzima ili dostupnosti aktiviranih monosaharida odrazavaju se na kona¢nu strukturu glikana te
stoga ne iznenaduje da osim genske komponente velik broj ¢imbenika poput dobi, spola, rase,
zivotnih navika poput pusenja, hormonalnog statusa te prisutnost ili odsustvo razli¢itih bolesti
dovode do promjena u glikozilaciji proteina Sto glikanima daje velik dijagnosticki potencijal

(12).

Glikanske strukture vezane na proteine znacajno utjeCu na fizikalno-kemijska svojstva
glikoproteina kao 1 na njihove bioloSke uloge (13). Brojni pokusi pokazali su da glikozilacija
mijenja termodinamicka, kineti¢ka i1 strukturna svojstva proteina te tako proteinu pridodaje
dodatne osobine koje nisu diktirane peptidnom sekvencom (14). Glikani takoder igraju i vaznu
ulogu u inicijaciji ispravnog smatanja glikoproteina kao i u odrzavanju ispravne konformacije.
Oligosaharidne strukture na proteinima su implicirane i u mnostvu drugih bioloskih procesa te
igraju vaznu ulogu u stabilnosti 1 razvrstavanju proteina, kontroli kvalitete u endoplazmatskom

retikulumu (ER) te interakcijama na povrsini stanice (15).

1.1.1. N-glikozilacija

N-glikozilacija je najzastupljeniji oblik glikozilacije te samim time i naj¢esSca posttranslacijska
modifikacija proteina. N-glikozilirani proteini ¢ine gotovo 90% ukupnog glikoproteoma te su
stoga i najbolje istrazena vrsta glikozilacije (2). Kako je ve¢ spomenuto, N-glikani su na protein
vezani kovalentnom vezom izmedu anomernog C atoma GIcNAc-a na reduciraju¢em kraju
oligosaharida i atoma duSika u bo¢nom ogranku asparagina. Glikan se ne moZze vezati na bilo
koji Asn u polipetidnom lancu, ve¢ samo ako se nalazi u evolucijski oCuvanom slijedu Asn-X-

Ser/Thr/Cys gdje je X bilo koja aminokiselina osim prolina (16). Takoder, nisu sva teorijski
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mogucéa mjesta za vezanje N-glikana uvijek popunjena. Okupiranost veznih mjesta za N-glikane
ovisi razli¢itim faktorima te i dalje nije poznat tocan mehanizam koji odreduje prisustvo ili
odsustvo glikana na potencijalnom glikozilacijskom mjestu. Procjenjuje se da je oko dvije

trecine svih potencijalnih glikozilacijiskih mjesta zaista glikozilirano (2).

Svi eukariotski N-glkani dijele zajednicku pentasaharidnu jezgru N-glikana koja se sastoji od
tri manoze 1 dva GIcNAc-a povezanih u sekvencu Manal-3(Manal-6)Manf1-4GIcNAcp1-
4GlcNAcB1-Asn. Eukariotske N-glikane mozemo prema strukturi podijeliti u tri skupine:
oligomanozni, koji izuzev GIcNAc-a jezgre sadrzavaju samo manozne jedinice; kompleksni,
koji sadrze GIcNAc jedinice vezane na manoze jezgre te tako tvore ,,antene” kompleksnog
glikana na koje mogu biti vezane druge glikanske jedinice; hibridni, u kojima su na Mana1-6
granu vezane isklju¢ivo manozne jedinice dok su na Manal-3 granu vezane GIcNAc jedinice.

Strukture glavnih skupina eukariotskih glikana prikazane su na Slici 1.

Oligomanozni Kompleksni Hibridni
A

Asn Asn Asri

B GIcNAC QO aGal € NeuSAc

@ Man A Fuc

Slika 1. Tipovi eukariotskih N-glikana. GlcNAc — N-acetilglukozamin, Man — manoza, Gal —

galaktoza, Fuc — fukoza, Neu5Ac — sijalinska kiselina. Preuzeto i prilagodeno iz (17).



1.1.2. Biosinteza N-glikana

Biosintetski put glikana odvija se u dvije faze, zapocCinje u ER-u, a kona¢na dorada odvija se u
Golgijevom tijelu. Prva faza je visoko o€uvana u svih eukariota, odvija se u ER te rezultira
nastankom glikanskog prekursora koji je zajednicki svim eukariotima, a ¢ijim se daljnjim
doradivanjem u Golgijevom tijelu dobije mnostvo razlicitih struktura koje su karakteristi¢ne za
pojedine vrste ili pojedine stanice odredenog organizma. Biosinteza N-glikana zapocinje na
membrani ER-a s citoplazmatske strane gdje se glikanski intermedijari sintetiziraju na lipidnom
nosacu dolikolu (Dol) koji se nalazi u membrani ER-a. Sve monosaharidne jedinice dodaju se
enzimski posredovanim reakcijama u kojima se kao supstrat koriste aktivirani Seceri. Aktivirani
monosaharidi dolaze u obliku nukleotidnih Secera poput UDP-Glc i GDP-Man ili u obliku

monosaharida vezanih preko fosfata na drugu molekulu Dol-P (16).

Biosintetski put N-glikana u ER-u shematski je prikazan na Slici 2 1 opisan dalje u tekstu.
Sinteza zapocinje na citoplazmatskoj strani ER-a dodavanjem N-acetilglukozamin-1-fosfata na
dolikol fosfat u reakciji koju katalizira enzim kojeg kodira gen DPAGT 1. Potom se sukcesivnim
reakcijama dodaju jo§ jedna molekula GIcNAc-a i pet molekula manoze te se nastaje prekursor
Dol-P-P-GIcNAcoMans. Ove reakcije su redom katalizirane glikoziltransferazama koje
kodiraju geni ALG13/14, ALG1, ALG2 i ALG11 koji kao donore koriste nukelotidne Secere.
Ovaj prekursor se zatim putem enzima ,,flipaze* translocira na luminalnu stranu ER-a. Sinteza
zavrSnog prekursora se zatim nastavlja djelovanjem glikoziltransferaza koje kodiraju geni
ALG3, ALGY9, ALG12, ALG6, ALG8 te ALG10 koje uz Dol-P-Man i Dol-P-Glc kao supstrat
kataliziraju dodatak jo§ Cetiri manoze i tri glukoze. Kona¢no nastaje oligosaharid strukture
GlcsManyGlecNAc: koji je, kako je spomenuto, zavrs$ni prekursor svih eukariotskih glikana.
Ovaj oligosaharid se zatim cijeli prenosi na Asn u slijedu Asn-X-Ser/Thr/Cys rastuceg
polipeptida. Prijenos glikanskog prekursora na protein kod sisavaca katalizira enzim

oligosaharil-transferaza (OST) (16).
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Slika 2. Shematski prikaz procesa N-glikozilacije koji se odvija u ER. Biosinteza zapoc¢inje na
citosolnoj strani ER dodavanjem GIcNAc-a na dolikol fosfat. Djelovanjem prikazanih enzima
sukcesivnim dodavanjem Secera uz nastaje prekursor GlcNAc>Mans-P-P-Dol koji zatim prelazi
na luminalnu stranu ER-a. Daljnjim enzimski kataliziranim reakcijama na dolikolnom nosacu
nastaje zavrSni prekursor GlcsManygGlcNAcz-P-P-Dol. OST prenosi oligosaharid na Asn
proteina tvore¢i tako N-glikozidnu vezu. Kod sisavaca postoje dvije vrste katalitickih
podjedinica OST-a, STT3A i STT3B, koji tvore razli¢ite OST komplekse. STT3A katalizira
kotranslacijsku N-glikozilaciju dok STT3B posreduje posttranslacijsku N-glikozilaciju.

Preuzeto i prilagodeno iz (18).

N-glikan GlcsMangGlcNAc: se nakon vezanja na glikoprotein doraduje daljnjim prolaskom
kroz ER 1 Golgijevo tijelo. Tijekom prolaska kroz ER dolazi do sekvencijalnog uklanjanja tri
glukozne jedinice s glikana djelovanjem enzima a-glukozidaza I 1 II. Konacno, prije transporta
glikoproteina u Golgijevo tijelo, uglavnom dolazi do uklanjanja jedne manoze djelovanjem
enzima kojeg kodira gen MAN1BI1 te glikoproteini prilikom izlaska iz ER-a nose N-glikane s
8 ili 9 manoza. Ukoliko zbog pogresnog smatanja, koje moze biti uzrokovano mutacijama ili
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nepotpunim sklapanjem oligomernih jedinica, glikoprotein pokazuje sporu kinetiku smatanja
te se samim time dulje zadrzava u ER dolazi do cijepanja jo$ jedne manozne jedinice
djelovanjem enzima EDEM (engl. ER degradation-enhancing a-mannosidase I-like protein)
(19). N-glikane sa sedam manoznih jedinica prepoznaje protein OS9 koji djeluje kao lektin te
ih oznacava za degradaciju u ER $to je jedan od nacina kojim se u ER-u kontrolira ispravno
smatanje glikoproteina (20). Ukoliko je propisno smotan, glikoprotein se dalje prenosi u
Golgijevo tijelo gdje se u daljnjim reakcijama dovrSava sinteza kona¢nog N-glikana. Dorada
glikana u Golgiju 1 nastanak razli¢itih skupina N-glikana shematski je prikazana na Slici 3 i

opisana dalje u tekstu.
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Slika 3. Nastavak biosintetskog puta N-glikana u Golgijevom tijelu. GnT-I — V su N-
acetilglukozamintransferaze koje kataliziraju dodatak GIcNAc-a tvore¢i tako antene
kompleksnih i hibridnih glikana ili u slucaju GnT-III glikan s ra¢vajué¢im GlcNAc-om; aMan-I
1 II su manozidaze koje uklanjaju manoze prilikom dorade glikana u Golgiju; Fut8 je
fukoziltransferaza koja katalizira dodatak fukoze na srzni GlcNAc; B4GalT je galaktozil
transferaza koja dodaje galaktozu na antene kompleksnih glikana; SiaT su sialitransferaze koje

kataliziraju dodatak terminalnih sijalinskih kiselina. Preuzeto iz (21)

Zavr$na dorada N-glikana zapocinje u cis-golgiju cijepanjem tri manozne jedinice djelovanjem
enzima al-2 manozidaza IA, IB 1 IC te tako nastaje MansGlcNAc: struktura. Neki N-glikani
mogu izbje¢i daljnju doradu u Golgiju te u tim slucajevima na dovrSenim glikoproteinima

nalazimo oligomanozne glikane koji sadrzavaju 5-9 manoznih jedinica. Ipak, ve¢ina N-glikana



na glikoproteinima je kompleksnog ili hibridnog tipa koji nastaju iz zajednickog prekursora
MansGIcNAc. U medijalnom Golgiju djelovanjem enzima N-acetilglukozaminiltransferaza I
(GlcNAc-T1, GnT-1) na al1-3 vezanu manozu dodaje se GIcNAc. Nakon dodatka GlcNAc-a na
al-3 granu glikana djelovanjem a-manozidaze II cijepaju se dodatne dvije manoze s al-6
vezane manoze jezgre. Nakon $to su obje manoze uklonjene drugi GIcNAc dodaje se na al-6
manozu djelovanjem GIcNAc-TII (GnT-II). Ova struktura je pocetni korak u sintezi daljnjih N-
glikana kompleksnog tipa. Hibridni glikani nastaju ukoliko ne dode do djelovanja o-
manozidaze II na glikan GIcNAcMansGlcNAc,. Kako je prikazano na Slici 3 daljnje
procesuiranje kompleksnih N-glikana moze i¢i u razli¢itim smjerovima te moze ukljucivati
dodavanje srzne fukoze, dodavanje racvaju¢eg GlcNAc-a, viSestruko grananje dodatnim
GlcNAc jedinicama te kona¢no dodatak galaktoza, sijalilnskih kiselina i antenarnih fukoza na
grane kompleksnog glikana. Enzimi koji kataliziraju navedene reakcije te rezultirajuce

strukture prikazane su na Slici 3.

1.1.3. N-glikozilacija proteina plazme

Plazma je jedan od najlakse dostupnih bioloskih materijala te nosi veliku koli¢inu informacija
o zdravstvenom stanju pojedinca. Analiza razli¢itih proteina koji saCinjavaju plazmu Cesta je u
pracenju razliCitth bolesti, dok je proteom plazme predmet intenzivnog istrazivanja u
pronalasku biljega za pracenje ljudskog zdravlja (22). Premda albumin, najzastupljeniji protein
u ljudskoj krvnoj plazmi koji predstavlja 50-60% ukupnih plazmatskih proteina, nije
glikoziliran vecina proteina plazme su glikoproteini te u svojoj strukturi sadrze N-glikane
(23,24). Budu¢i da proteini plazme obavljaju velik broj razliCitth uloga za potpuno
razumijevanje njihovih funkcija potrebno je razmatrati i njihovu glikozilaciju (13). N-glikom
ukupnih plazmatskih proteina predstavlja sve glikanske strukture koje potje€u s proteina
plazme. Posljednjih desetljeca veliki su napori ulozeni u razvoj analiti¢kih tehnika koje su
omogucile profiliranje N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina visoko-protoénim metodama
(25). To je omogucilo istrazivanje promjena N-glikoma u razli¢itim patofizioloSkim stanjima.
Pronadeno je da je N-glikom plazme unutar pojedinca relativno stabilan u odsustvu fizioloskih
ili patofizioloskih promjena, no brzo pokazuje promjene kada dode do poremecaja homeostaze
(26,27). Kako je prethodno opisano, N-glikani ne nastaju prema predlosku te stoga
omogucavaju brzu prilagodbu i promjenu kao odgovor na razli¢ite okolisSne ¢imbenike. Neke
od prvih velikih studija N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina pronasle su asocijacije N-

glikana s razli¢itim ¢imbenicima 1 Zivotnim navikama poput, pretilosti, pusenja, lipidnih



biljega, dobi i spola (12). Takoder, N-glikom plazme pokazuje odredenu dozu nasljednosti, te

su studije pokazale populacijske razlike u N-glikomu proteina plazme (28,29).

Osim promjena zbog zivotnih navika, epidemioloskim studijama ispitana je povezanost N-
glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina i velikog broja razlic¢itih bolesti (30). Promjene u V-
glikozilaciji opisane su u akutnim upalnim stanjima, dijabetesu i kardiovaskularnim bolestima
(31-33). Velik broj studija do sada je pokazao znacajne promjene N-glikoma plazme u
dijabetesu, neke od kojih su primjetne nekoliko godina prije otkrivanja same bolesti Sto
predstavlja velik potencijal glikana kao biljega ranog otkrivanja dijabetesa (34-36). Juszcak i
suradnici pokazali su kako je na temelju smanjene antenarne fukozilacije N-glikana plazme
moguce razlikovati rijetki oblik monogenskog dijabetesa HNF1A-MODY od dijabetesa tipa 1
1 drugih vrsta MODY-ja (37). MODY se Cesto krivo dijagnosticira kao dijabetes tip 1 Sto moze
dovesti do izbora krive terapije te lo$ijih terapeutskih ishoda. N-glikani pruzaju moguénost
diferenciranja ove vrste dijabetesa bez potrebe za sekvenciranjem gena (38). Nepravilna
glikozilacija je takoder jedno od glavnih obiljezja raka (39). Promjene u N-glikomu plazme,
kao 1 na specifiénim proteinima, opisane su za razliite vrste raka, poput kolorektalnog
karcinoma i karcinoma dojke (40,41). Opisane promjene su uglavnom vezane uz fukozilaciju i
sijalinizaciju te ukazuju na vrijednost N-glikana kao dodatnih biljega uz ve¢ postojece biljege

raka (42,43).

Ogranicenje profiliranja ukupnog N-glikoma plazme visoko-protocnim tehnikama poput
tekucinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti (UHPLC) ili masene spektrometrije
temeljene na matricom potpomognutoj eesorpciji 1 ionizaciji (MALDI-MS) jest gubitak
informacije o tome dolazi li promjena u glikozilaciji s nekog specifi¢nog proteina ili je rije¢ o
generalnoj promjeni u glikozilacijskoj masineriji. Studije na pojedina¢nim izoliranim
proteinima nude precizniju informaciju o glikozilacijskim promjenama te su tako istraZivane
promjene glikozilacije IgG-a, transferina, haptoglobina, C3 komponente komplementa, AGP-a
1 mnogih drugih proteina (44—48). Mnoga od ovih istrazivanja koriste specifi¢nost koju pruza
MS analiza glikopeptida te tako omogucuje odredivanje specificnih glikoformi to¢no
odredenog proteina plazme, kao §to je to u primjeru metoda za analizu glikozilacije C3
komponente komplementa ili AGP-a (47,48). Uz navedena ograni¢enja, N-glikom ukupnih
plazmatskih proteina ipak predstavlja vazan izvor informacija u pracenju i ranom-otkrivanju

velikog broja razlicitih stanja.



1.1.4. N-glikozilacija imunoglobulina G

IgG je najzastupljeniji glikoprotein i drugi najzastupljeniji protein u ljudskoj plazmi (22).
Sastoji se od Cetiri polipeptidna lanca, dva identi¢na y teSka lanca, te dva identi¢na « ili A laka
lanca koji su medusobno povezani disulfidnim mostovima. Laki i teSki lanci sastoje se od
varijabilne domene na N-kraju polipeptida te konstantne regije prema C-kraju. Varijabilna
regija teSkog lanca i CH1 domena konstantne regije teskog lanca zajedno s lakim lancem tvore
Fab regiju (engl. antigen-binding fragment), dok CH2 i CH3 domene teskih lanaca tvore Fc
regiju (engl. fragment crystallizable) (49). Struktura IgG molekule shematski je prikazana na
Slici 4. Na temelju razliitih varijanti teSkog lanca ljudski IgG moZemo podijeliti u Cetiri
podskupine: IgGl, IgG2, IgG3, IgG4 (50). Sve varijante ljudskog IgG-a sadrZavaju
konzervirano glikozilacijsko mjestu u Fe regiji na poziciji Asn-297 te stoga uvijek nose dva N-
glikana. U varijabilnoj regiji, rekombinacijom i somatskom hipermutacijom, moze do¢i do
nastanka N-glikozilacijskog mjesta, te otprilike 10-15% svih IgG klonova nosi jedan ili vise

glikana na Fab regiji (51,52).

IgG ima klju¢nu ulogu u humoralnoj imunosti koja nije ograni¢ena samo na prepoznavanje
antigena. Aktivacija komplementa klasi¢nim putem jedna je od dobro opisanih efektorskih
funkcija IgG-a (53). Osim spomenutih funkcija, druge vaZzne efektorske funkcije poput
citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (ADCC), IgG ispoljava putem receptora za Fc regiju IgG-
a koje nazivamo Fcy receptori. U ljudskom tijelu eksprimirano je pet ili Sest Fcy receptora koje
ovisno o njithovom ucinku na imunosni sustav mozemo grupirati u aktivirajuce receptore
[FcyRI, FcyRlla, FeyRIlc (ovu izoformu receptora eksprimiraju samo neki pojedinci (54)),
FcyRIlla], inhibitorne receptore (FcyRIIb) te glikozilfosfatidilinozitol (GPI) usidrene Fc
receptore (55). Ovi receptori nalaze se na svim stanica imunosnog sustava, ukljucujuci

neutrofile, mastocite, makrofage i prirodne stanica ubojice (NK, engl. natural killer cells) (56).

Funkcionalna istrazivanja su pokazala kako je prisutnost N-glikana klju¢na za efektorske
funkcije IgG-a buduc¢i da u odsustvu glikana IgG gubi moguénost vezanja za Fc receptore (57).
Takoder, specifi¢ne promjene u strukturi samog N-glikana moduliraju afinitet I[gG-a za razlicite
klase Fc receptora te tako omogucavaju da IgG djeluje pro- ili protu-upalno ovisno o
strukturnim karakteristikama vezanih N-glikana. Vec¢ina IgG-a u serumu sadrZi fukozilirane
glikane koji u odnosu na afukozilirane glikoforme imaju manji afinitet za aktiviraju¢e FcyRIII
receptore te tako imaju slabiji potencijal za aktivaciju ADCC-a (58). Ucinci galaktozilacije 1

sijalinizacije, za razliku od fukozilacije, nisu u potpunosti razjasnjeni funkcionalnim studijama.
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Unato¢ tome, postoji velik broj epidemioloskih istrazivanja koja povezuju agalaktozilaciju i
asijalinizaciju s pojacanim upalnim odgovorom. Intravenozni imunoglobulin (IVIG), koji se
terapeutski koristi kako bi se suzbio upalni odgovor, gubi imunosupresivni ucinak nakon
tretiranja s neuraminidazom, enzimom koji uklanja terminalnu sijalinsku kiselinu s N-glikana
IgG-a (59). Takoder, pokazano je da sijalinizacija Fc glikana IgG-a ometa aktivaciju
citotoksi¢nosti ovisne o komplementu (60). Na Slici 4 shematski je prikazan utjecaj N-
glikozilacije IgG-a na njegove efektorske funkcije. Za razliku od Fc glikozilacije, Fab
glikozilacija je slabije istrazena od Fc glikozilacije, ali smatra se da utjece na vezanje antigena

te omogucava vezanje na regulatorne lektine (61).

N-glikani

GO G1 G2 S

y Y

Proinflammatory Anti-inflammatory
Modulacija afiniteta za
FcyRIIl receptore 9 Mancza € NeuSAc
Z o LI B GlcNAC 4 Fukoza
TGO Sijalinizacija
Fukozilacija Galaktoza

Slika 4. Struktura IgG-a i Fc N-glikana te njihov utjecaj na efektorske funkcije. Gubitak
fukozilacije, galaktozilacije i sijalinizacije predstavljaju proinflamatorne promjene IgG-a. VL
— varijablna regija lakog lanca, CL — konstantna regija lakog lanca, VH — varijabilna regija
teSkog lanca, CH1, CH2, CH3 — domene konstante regije teSkog lanca. GO — agalaktozilacija,
G1 — monogalaktozilacija, G2 — digalaktozilacija, S — sijalinizacija. Preuzeto i prilagodeno iz

(62).

Razvoj visoko-proto¢nih tehnika za analize N-glikozilacije, kao 1 kod N-glikoma ukupnih
plazmatskih proteina, omogucio je provodenje epidemioloskih studija glikozilacije IgG-a u

razli¢itim bolestima. Promjene u glikozilaciji IgG-a prvo su opisane u reumatoidnom artritisu,
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gdje je pronadeno da u odnosu na zdravu populaciju pacijenti s reumatoidnim artritisom imaju
ve¢i udio agalaktoziliranih glikoformi IgG-a (63). Ovaj uzorak glikozilacije, kojeg
karakteriziraju gubitak sijalinizacije 1 galaktozilacije, je od tada repliciran nekoliko puta, te je
primijecen i1 u drugim upalnim bolestima poput multiple skleroze i sistemskog eritemskog
lupusa (64,65). Funkcionalne studije su kako je prethodno spomenuto pocele razjasnjavati
povezanost opisanih promjena glikozilacije s efektorskim funkcijama IgG-a. Takoder, jasna
korelacija je uspostavljena s dobi, te su promjene koje se vide u upalnim stanjima takoder
progresivno prisutne kako osoba stari Sto glikane IgG-a ¢ini jednim od najboljih biljega
bioloske dobi pojedinca (66). Osim autoimunih bolesti i starenja, pretpostavlja se da kroni¢na
upala igra ulogu u razvoju mnogih drugih stanja poput metabolickih i kardiovaskularnih bolesti.
Pokazalo se da glikozilacija IgG-a zna€ajno korelira s razvojem ateroskleroze kao 1 razli¢itim
faktorima rizika za razvoj kardiovaskularnih bolest (67). Takoder, nekoliko studija ustanovilo

je povezanost s dijabetesom i inzulinskom rezistencijom (68,69).

1.1.5. Analiti¢ki pristupi u odredivanju N-glikana

Analiza N-glikana predstavlja velik metodoloski izazov, prvenstveno zbog raznovrsnosti samih
glikanskih struktura te fizikalno-kemijskih svojstava glikanskih molekula. Velika strukturna
raznolikost glikana se o€ituje na vise razina, razli¢ite monosahardine jedinice koje tvore glikan
mogu se zbog prirode glikozidne veze povezati na iznimno velik broj nacina, ukljucujuci 1
grananje Sto uvelike doprinosi velikom broju mogucih struktura (70). Kod strukturne analize
stoga nije dovoljno samo odrediti vrstu 1 redoslijed monosaharida nego 1 vrstu vezanja izmedu
tth jedinica, budu¢i da razliite vrste vezanja rezultiraju razliitim trodimenzionalnim
strukturama (71). Glikani takoder u svojoj strukturi ne sadrze funkcionalne skupine koje bi
sluzile kao kromofori ili fluorofori te ih stoga bez prethodne derivatizacije nije moguce

detektirati standardnim UV-VIS ili fluorescentnim detektorima.

NajraSireniji analiticki pristupi u analizi i karakterizaciji N-glikana su analiza kemijski ili
enzimski oslobodenih glikana, analiza glikopeptida nastalih enzimskim cijepanjem
glikoproteina te analiza intaktnih glikoproteina (72). Metode temeljene na analizi oslobodenih
derivatiziranih glikana su najrobusnije glikoanaliticke metode te imaju najveci potencijal za
visoko-protocne analize, dok je prednost metoda temeljenih na analizi intaktnih proteina
specificnost informacije vezane za odredeni protein. Metode analize glikopeptida nude najvecu
specificnost, moguc¢nost odredivanja glikozilacije iz kompleksnog matriksa, kao i veliku

koli¢inu informacija o strukturi glikana, no tehnicki su zahtjevne i manje robusne od metoda
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analiticki pristupi odredivanju N-glikana.

Analiza intaktnih glikoproteina podrazumijeva provodenje analize na ukupnom glikokonjugatu
bez odvajanja glikana od proteina ili enzimskog cijepanja proteina. Dvije najraSirenije tehnike
koje se koriste prilikom provodenja analize intaktnih glikoproteina su NMR 1 MS (74). MS
analiza intaktnih glikoproteina najcesce se koristi kod karakterizacije terapeutskih protutijela
buduc¢i da je repertoar glikana u rekombinantnim protutijelima relativno uzak te je rijec o ¢istom
proteinu, kojem je tocno poznata peptidna sekvenca. Tehnika izbora u MS analizi intaktnih
protutijela je MS visoke rezolucije uz odvajanje na temelju ionske pokretljivosti (IMS-MS,
engl. ion mobility spectrometry-mass spectrometry) (75). Kada je rije¢ o kompleksnom uzorku,
ili kada sekvenca, a samim time 1 masa proteina nije poznata, kao §to je to slucaj kod IgG-a iz

seruma, MS analiza intaktnih proteina nije metoda izbora.

Glikopeptidna analiza je metoda temeljena na masenoj spektrometriji gdje se glikoprotein
djelovanjem jedne ili viSe proteaza cijepa na manje peptide dok glikan ostaje kovalentno vezan
na glikopeptid. Ovakav pristup analizi masenom spektrometrijom naziva se ,,bottom-up
pristupom. Najcesc¢e koristeni enzim je tripsin, no koriste se 1 druge proteaze poput Glu-C 1 Lys-
C. Ukoliko je sekvenca proteina poznata, moguce je predvidjeti peptide koji ¢e nastati
djelovanjem specificnih enzima, te poznavaju¢i masu peptidnog dijela, moguce je odrediti 1
masu glikana vezanog na odredeni glikopeptid. Glikopeptidi se najc¢es¢e analiziraju UHPLC-
MS tehnikom. Na temelju mase glikana, peptida i fragmentacijskog spektra u slu¢aju tandem
MS/MS tehnika, moguce je dobiti i informaciju ne samo o kompoziciji glikana nego i o samoj
sekvenci monosaharidnih jedinica u glikanu. Prednost ove metode je dobivanje informacija o
glikozilaciji to¢no odredenog glikozilacijskog mjesta na poznatom proteinu, za razliku od
analize intaktnih glikoproteina gdje nemamo informaciju o glikozilaciji na pojedinom

glikozilacijskom mjestu (76).

NajraSirenije metode za analizu glikana temelje se na analizi oslobodenih glikana, $to je ujedno
1 pristup koji je koriSten u ovom istrazivanju te ¢e stoga biti detaljnije opisan. Ovisno o vrsti
veze izmedu glikana i proteina razvijene su razli€ite strategije za oslobadanje N- i O- glikana.
N-glikane je moguce odvojiti od proteina koristeci specifi¢ne enzime koji cijepaju glikozidnu
vezu izmedu glikana 1 proteina. Peptid N-glikozidaza F (PNGazaF) cijepa vezu izmedu bo¢nog
ogranka asparagina i pocetnog GlcNAc-a svih vrsta N-glikana (77), osim u rijetkim strukturama

u kojima je fukoza vezana na GlcNAc al-3 glikozidnom vezom (78). Navedene glikanske
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strukture nalazimo kod insekata i biljaka, te je za istrazivanja N-glikozilacije kod ljudi PNGazaF
enzim izbora. Prije tretiranja amidazama ili glikozidazama glikoproteine je potrebno
denaturirati kako bi se opustila trodimenzionalna struktura proteina koja moze sprijeciti pristup
enzima N-glikozilacijskom mjestu. Oslobadanje glikana moze se provesti iz SDS-PAGE vrpci

te na soulubiliziranim ili otopljenim proteinima (79,80).

Plasma/Serum

Deglikozilacija Afinitetno proci$¢avanje proteina
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=
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=
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5 Flurescentno obiljezavanje Flurescentno obiljezavanje Derivatizacija sijalinskih kiselina Derivatizacija sijalinskih kiselina
<
wiv o e . SPE i . Pl Pro 3 Cc-18
SPE prociscavanje SPE prociscavanje prociscavanje E prociscavanje protidéavanje
U(H)PLC-FLR CGE-LIF MALDI-MS MALDI-MS LC-ESI-MS

Slika 5. Shematski prikaz najées¢ih metoda analize N-glikozilacije proteina. Zuto su oznatene
metode koje su dosada automatizirane te tako nude najvecu proto¢nost. Preuzeto i prilagodeno

iz (73)

N-glikane je nakon oslobadanja s glikoproteina moguce analizirati na nekoliko nacina, od kojih
su najzastupljeniji UHPLC, CGE-LIF i MS (73). Zbog svoje specifi¢ne kemijske strukture kako
je prethodno navedeno, oslobodene N-glikane je prije analize UHPLC 1 CGE-LIF metodama
potrebno kemijski derivatizirati vezanjem fluorescentne boje na glikan kako bi ga se moglo
detektirati fluorescentnim detektorima UHPLC i CGE-LIF sustava. Za UHPLC analize kao
fluorofor najcéesce se koristi 2-aminobenzamid (2-AB). 2-AB sadrzi primarni amin koji u
reakciji s aldehidnom skupinom reducirajuceg kraja glikana tvori imin, koji se nakon redukcije
prevodi u stabilni sekundarni amin. Prednost obiljezavanja 2-AB-om je stehiometrijsko vezanje

jedne molekule fluorofora na jednu molekulu glikana §to omogucava kvantifikaciju na temelju
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intenziteta fluorescencije (81). Premda je 2-AB i dalje fluorofor izbora za velike glikomske
studije, u posljednje vrijeme razvijene su alternativne fluorescentne boje, poput prokainamida
1 RapiFluor-MS boja, koje nude bolje intenzitete fluorescencije i ve¢u ucinkovitost ionizacije u
MS-u. Navedene boje mogu biti metode izbora kod analize malih koli¢ina glikana. Istrazivanja
su pokazala da sve navedene boje imaju zadovoljavajuéu osjetljivost i ponovljivost za analizu
glikozilacije IgG-a (82). Kod CGE-LIF analiza, kao boja najcesce se koristi APTS (73), koja se
veze na glikan na isti nac¢in kako je to opisano za 2-AB. Za razliku od UHPLC-a, boje prikladne
za CGE-LIF analize moraju osim fluorofora na sebi nositi i negativni naboj kako bi se
omogucila separacija elektroforezom (83). Strukturnu analizu nakon separacije UHPLC-om
moguce je provesti digestijom egzoglikozidazama koje cijepaju specificne vrste glikozidnih
veza, te je praenjem pomaka u kromatogramu nakon sekvencijalnog tretiranja
egzoglikozidazama moguce utvrditi glikansku sekvencu u pojedinom kromatografskom vrsku
(84). Sprezanjem UHPLC-FLR tehnike s ortogonalnim tehnikama poput masene spektrometrije
takoder je moguce dobiti veliku koli¢inu informacija o sastavu glikana unutar glikanskog vrska
(28). UHPLC u usporedbi s CGE-LIF metodom nudi bolju robusnost i, buduci da je u Sirokoj
primjeni, bolji pristup bazama podataka za usporedbu i interpretaciju dobivenih rezultata. CGE-
LIF metoda je pak, osjetljivija te omogucava analizu veceg broja uzoraka u kra¢em vremenu

(85).
1.2. Fibrilacija atrija

Fibrilacija atrija je najceSc¢e dijagnosticirana sréana aritmija karakterizirana nepravilnim 1 brzim
kontrakcijama pretklijetke Sto rezultira nepravilnim 1 neucinkovitim sréanim radom.
Prevalencija iste naglo se povecava s dobi. Prema nedavnim procjenama 6% ljudi iznad 65
godina odnosno 10% ljudi iznad 80 godina boluje od fibrilacije atrija. Prevalencija se
konzistentno povecava u zapadnom svijetu cak i kad se uzme u obzir starenje populacije.
Predvida se da ¢e se trend porasta prevalencije nastaviti u buduénosti (86,87). Uz to, tre¢ina
pacijenata s dijagnosticiranom fibrilacijom atrija nemaju primjetne simptome premda i dalje
imaju povecani rizik od komplikacija vezanih s fibrilacijom atrija (88). Takoder, procjenjuje se
da u SAD-u 17% svih slucajeva fibrilacije atrija bude nedijagnosticirano (89). Dozivotni rizik
od razvitka bolesti u zapadnom svijetu je oko 1 prema 3 §to fibrilaciju atrija ¢ini vaznim javno-
zdravstvenim problemom buduénosti (90). Fibrilacija atrija je znacajan izvor morbiditeta 1
mortaliteta u starijoj populaciji i povezana je s Sesterostrukim povecanjem rizika od mozdanog

udara, odnosno s dvostrukim povecanjem ukupne smrtnosti (91).
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Dijagnoza fibrilacije atrija postavlja se EKG-om, $to zbog epizodi¢ne prirode bolesti, narocito
u ranijim fazama bolesti otezava postupak otkrivanja te donosenja ispravnih terapijskih odluka
(92). Kako je ve¢ spomenuto, odsustvo simptoma ne znaci i manji rizik od komplikacija te je
rano otkrivanje bolesti, narocito kod asimptomatskih bolesnika, iznimno vazno (88). U tu svrhu
razvija se nekoliko pristupa, poput kontinuiranog pracenja koriste¢i pametne uredaje poput
satova ili narukvica (93). Takoder, predloZene su razli¢ite procjene rizika, koji uzimaju u obzir
razli¢ite karakteristike pacijenta poput dobi, spola, Zivotnih navika 1 prisutnosti komorbiditeta,
no nijedan nije u $iroj klini¢koj upotrebi (94). Na temelju patofizioloskih saznanja o fibrilaciji
atrija radi se i na razvoju serumskih biljega koji bi poboljsali postupak probira i ranog otkrivanja

osoba koje boluju od fibrilacije atrija.

1.2.1. Klasifikacija fibrilacije atrija 1 faktori rizika

Fibrilaciju atrija mozemo klasificirati na temelju ucestalosti, dugotrajnosti epizoda i odgovora
na terapiju u tri osnovne skupine: paroksizmalnu, perzistentnu i permanentnu (91).
Paroksizmalna fibrilacija atrija podrazumijeva epizode koje zavrSavaju spontano, obi¢no unutar
sedam dana. Kod perzistentne fibrilacije atrija potrebna je farmakoloSka terapija ili elektri¢éna
kardioverzija kako bi se dovelo do terminacije epizode. Fibrilacija atrija koje se ne moze
zaustaviti kardioverzijom 1 fibrilacija atrija koja ne odgovara na terapiju duze od godinu dana
klasificira se kao perzistentna (95). Posljednjih desetlje¢a epidemioloske studije identificirale
su velik broj ¢imbenika rizika koji su povezani s razvojem fibrilacije atrija. Longitudinalne
studije pokazale su da fibrilacija atrija asocira s dobi, hipertenzijom, kongestivnim zatajenjem
srca, koronarnom bolesti srca 1 dijabetesom (96). Daljnje studije potvrdile su opisane
povezanosti te identificirale jo§ hipertrofiju lijeve klijetke, muski spol 1 pretilost kao dodatne
¢imbenike rizika za razvoj 1 progresiju fibrilacije atrija (97). Mogu¢i zajednicki patofizioloski
mehanizmi jo$ nisu u potpunosti razjaSnjeni no razumijevanje doprinosa navedenih ¢cimbenika
rizika te prikladne intervencije povezane s istima su pokazale korist u lijeCenju fibrilacije atrija

(98).

Kod pacijenata s fibrilacijom atrija tipi¢no dolazi do progresivnog povecanja ucestalosti i
produljenja trajanja epizoda fibrilacije atrija. Smatra se da simptomi fibrilacije atrija, odnosno
nepravilno elektricno signaliziranje i kontrakcije srca, dodatno dovode do promjena koje ¢ine
pacijente s fibrilacijom atrija podloznima za daljnje epizode fibrilacije atrija premda neke od
tih promjena prethode razvoju same bolesti (99). Stoga, otklanjanje podrazaja koji izazivaju

nepravilan rad srca, primjerice zahvatima poput kateterske ablacije, nudi potencijalne koristi
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koje nisu vezane samo uz smanjenje frekvencije simptoma, nego i u zaustavljanju daljnjih

patoloskih promjena u srcu koje bi dovele do progresije bolesti.

1.2.2. Patofiziologija fibrilacije atrija i metabolicke promjene u fibrilaciji atrija

Patogeneza fibrilacije atrija je kompleksna i multifaktorijalna te ukljucuje elektrofizioloske
promjene u srcu kao i strukturne i mehanicke promjene u samom sréanom misic¢u. Opcenito,
smatra se da patofiziologija fibrilacija atrija ukljucuje podrazaje koji iniciraju fibrilaciju atrija,
supstrat koji podrazava razvoj fibrilacije te druge faktore rizika koji utjecu na razvoj bolesti,
Sto sve ukupno rezultira progresijom bolesti u perzistentnije oblike fibrilacije atrija (100). Od
elektrofizioloSkih promjena najznacajnija je prisutnost iniciraju¢ih podrazaja u obliku brzo-
okidaju¢ih pulsova s ektopi¢nih zariSta koji se nalaze u predjelu lijevog atrija i proksimalnog
dijela plu¢nih vena (101). Strukturne promjene sr¢anog misica koje karakteriziraju fibrilaciju
atrija ukljucuju dilataciju samog atrija, intersticijsku fibrozu u sréanom misic¢u te akumulaciju
epikardijalnog adipoznog tkiva (EAT). Navedene promjene sadinjavaju ,,supstrat koji je
potreban za razvoj 1 postojanost fibrilacije atrija (91). Intersticijska fibroza pretklijetke je
akumulira u pretkljetki je kruto 1 slabo provodljivo, §to dovodi do elektrofizioloske i mehanicke
disfunkcije pretkljetke (102). Istrazivanja su pokazala da do razvoja intersticijske fibroze u
fibrilaciji atrija dolazi putem nekoliko mehanizama poput lokalne upale, oksidativnog stresa i
neurohormonalne aktivacije. Lokalna upala dovodi do aktivacije fibroblasta koji proizvode
kolagen 1 deponiraju ga u izvanstani¢ni matriks, §to dovodi do povecane koli€ine fibroznog
tkiva (103). Razvoj fibroze je posredovan kompleksnom interakcijom raznovrsnih signalnih

puteva koji ukljucuju faktor rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor, CTGF),

angiotenzin II, faktor rasta podrijetlom iz trombocita (engl. platelet derived growth factor,
PDGF) te transformiraju¢i faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGF-f)
(104). Lokalni upalni odgovor je kljuéni patofizioloSki proces uklju¢en u razvoj fibroze

pretklijetke, a posredovan je upalnim signaliziranjem Sto dovodi do aktivacije fibroblasta.

Istrazivanja su takoder pronasla poveznicu izmedu EAT, vrste adipoznog tkiva koje se nalazi
izmedu epikardija 1 perikardija, 1 fibrilacije atrija. Istrazivanje u sklopu Framingham studije
srca (engl. Framingham heart sutdy) pronaslo je znac¢ajnu povezanost volumena perkardijalnog
masnog tkiva i fibrilacije atrija, neovisno o ostalim mjerama adipoziteta poput BMI i opsega
struka (105). Spomenuta asocijacija je takoder replicirana u studijama drugih istrazivackih
skupina (106,107). Pokazalo se da je EAT takoder povezan s rekurencijom fibrilacije atrija

nakon zahvata kateterske ablacije (108,109). Pretpostavlja se da je uloga EAT u razvoju
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fibrilacije atrija posredovana mehanizmima upalnog signaliziranja molekulama koje lu¢i sam
EAT, kao i infiltracijom masnog tkiva u sam sr¢ani misi¢ (110). EAT luc¢i medijatore upale i
adipocitokine te tako poti¢e fibrozu miokarda pretklijetke (111). Aktivin-A, citokini poput
faktora tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) 1 interleukina 6 (IL-
6) te metaloproteinaze matriksa su potencijalni efektori fibroze povezani s fibrilacijom atrija.
EAT je takoder povezano s infiltracijom masnog tkiva u miokard $to potencijalno pridonosi
nepravilnom provodenju valova depolarizacije budu¢i da povecava heterogenost u

provodljivosti sr¢anog miSica (112).

Uloga sistemske upale je takoder tema od velikog interesa u istrazivanju patofiziologije
fibrilacije atrija. IstraZivanja su pokazala povecane razine serumskih upalnih biljega poput C-
reaktivnog proteina (CRP) 1 IL-6 u pacijentima s fibrilacijom atrija (113). Navedene molekule
su predlozene kao potencijalni biljezi razvoja fibrilacije atrija, kao i1 prediktivni biljezi
rekurencije fibrilacije atrija nakon kateterske ablacije. Drugi potencijalni biljezi koji su
istrazivani ukljucuju natriuretski peptid tip B (engl. B-type natriuretic peptide, BPN), galektin-
3, endotelin-1, renin i1 aldosteron (114—116). Usprkos istrazivanjima, uporaba serumskih biljega
nije u Sirokoj upotrebi i pronalazak novih ili kombinacija viSe razli¢itih biljega je mozda

potrebna kako bi se razvio prikladan dijagnosticki alata za fibrilaciju atrija.

1.2.3. Kateterska ablacija i1 predikcija rekurencije fibrilacije atrija nakon zahvata

Kateterska ablacija je jedan od klju¢nih terapijskih pristupa lije€enju fibrilacije atrija. Cilj
kateterske ablacije je ciljano uklanjanje okidaca fibrilacije atrija ili modifikacija aritmogenog
supstrata. Ablacijske lezije rezultiraju tkivom koje slabo provodi depolarizacijske signale te
time izoliraju okidace koji iniciraju fibrilaciju atrija, prekidaju aritmogene puteve u sréanom
miSicu ili moduliraju autonomnu inervaciju pretklijetke (117). U klinickoj praksi postoji
nekoliko razli€itih tehnika kojom se postize kontrolirani nastanak lezija od kojih su najvaznije
ablacija radiofrekvencijom, metodom ,to¢ku po tocku”“ 1 ablacija kriobalonom.
Radiofrekvencijska ablacija se temelji na koriStenju lokaliziranog izvora topline koje dovodi to
nekroze tkiva 1 formiranja ablacijskih lezija. Kontinuirane lezije se kreiraju ,,to€ku po toc¢ku®,
obi¢no uz navodenje sustavom za 3D elektro-anatomsko mapiranje. Toplinski ucinak se
proizvodi dostavljanjem elektricne struje kroz sr€ani misi¢ putem jedne ili viSe elektroda
dostavljenih do srca kateterom (118). Krioablacija se temelji na smrzavanju tkiva koristeci
balon pod tlakom, koji se kateterom dostavlja do ciljanog mjesta za ablaciju. Injektiranje
tekuceg dusikovog oksida rezultira smrzavanjem zahvacenog tkiva $to dovodi do ireverzibilne

stani¢ne smrti 1 formacije ablacijske lezije (119).
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Izolacija pluénih vena je dominanti ablacijski postupak u klini¢koj praksi zbog prethodno
opisane vazne uloge pluénih vena u inicijaciji epizoda fibrilacije atrija (101). Premda je
kateterska ablacija siguran postupak s niskim stopama komplikacija (120), vise faktora je
potrebno uzeti u obzir kako bi se probrali pacijenti s o¢ekivanom nizom stopom uspjesnosti
zahvata poput prisutnosti sr¢anih bolesti, pretilosti ili apneje kao i karakteristike poput veli€ine
lijeve pretklijetke, dobi i vrste fibrilacije atrija (121). Trenutne smjernice preporucuju
katetersku ablaciju kao terapiju druge linije za pacijente sa simptomatskom paroksizmalnom ili
perzistentnom fibrilacijom atrija kojima terapija antiaritmicima nije uspjesna (122). lako je
kateterska ablacija vazan terapijski pristup u lijeenju fibrilacije atrija, stopa recidiva nakon
zahvata je i1 dalje relativno visoka. Jedna meta-analiza pokazala je kako se stope recidiva nakon
jednog zahvata kre¢u od 40-50%, dok nakon viSe zahvata stopa pada na 20% (123). Kako bi se
poboljsali terapijski ishodi 1 individualizirao pristup lijeenju fibrilacije atrija, u zadnje vrijeme
veliki napori ulozeni su u pronalazak dobrih prediktora recidiva nakon kateterske ablacije (124).
Osim spomenutih klini¢kih karakteristika samog pacijenta, sve vise se istrazuje potencijal
serumskih biljega za predikciju rekurencije. Pronadeno je da razine odredenih plazmatskih
proteina poput IL-6 1 BNP-a mogu doprinijeti uspjeSnom probiru pacijenata koji ¢e dozivjeti
rekurenciju, premda nijedan od navedenih biljega nije zadovoljavajuci da bi samostalno usao u

klini¢ku praksu (125).
1.3. ObrazloZenje istrazivanja i hipoteze

Do sada nema studija koje su usporedivale N-glikome zdravih osoba i osoba oboljelih od
fibrilacije atrija, no u mnogim stanjima povezanim s fibrilacijom atrija, poput dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti, hipertenzije i starenja, opisane su promjene u N-glikozilaciji ukupnih
plazmatskih proteina i1 IgG-a. Mehanizmi koji povezuju navedena stanja sa samom bolesti 1
dalje nisu u potpunosti razjasnjeni te utvrdivanje sli¢nosti u uzorcima N-glikozilacijje moze
indicirati zajednicke podlezece patofiozioloske ¢imbenike. Glikozilacija takoder igra vaznu
ulogu u lokalnom i sistemskom upalnom odgovoru koji je potencijalno bitan faktor koji
doprinosi nastanku i progresiji fibrilacije atrija, a ¢ija uloga u samoj patogenezi nije u
potpunosti istrazena. Osim usporedivanja glikoma zdravih osoba i pacijenata s fibrilacijom
atrija, ovim istrazivanjem zelimo ispitati promjene povezane sa zahvatom radiofrekventne
kateterske ablacije, kao 1 potencijal glikana kao prediktora uspjeSnosti zahvata u postizanju
dugorocne odsutnosti bolesti. Odredeni broj serumskih biljega, uglavnom upalnih markera
poput interleukina i CRP-a predlozeni su kao potencijalni prediktori rekurenciji, no trenutno ne

postoji zadovoljavajuci biljeg te bi glikani mogli sami, ili u kombinaciji s drugim biljezima,
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sluziti kao sredstvo probira pacijenata koji bi imali najveéu korist od zahvata. Sve navedeno
motivira istrazivanje N-glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a u fibrilaciji atrija te

je stoga osmisljeno i1 provedeno ovo istrazivanje.

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja je sljedeca:

e N-glikozilacija ukupnih plazmatskih proteina i imunoglobulina G promijenjena je kod
ispitanika s fibrilacijom atrija u odnosu na kardioloski zdrave kontrole te omogucava

predvidanje tijeka bolesti kod osoba podvrgnutih zahvatu kateterske ablacije.
Osnovni ciljevi ovog istrazivanja su:

e Identificirati N-glikanske strukture ukupnih plazmatskih proteina i imunoglobulina G
koje se razlikuju kod osoba oboljelih od fibrilacije atrija i kardioloski zdravih kontrola
e Usporediti pred- 1 post-operativne N-glikome pacijenata podvrgnutih zahvatu
radiofrekventne kateterske ablacije s obzirom na kasniju ponovnu pojavu fibrilacije

atrija
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2. ISPITANICI, METODE I
MATERIJALI




2.1. Ispitanici

U istrazivanju u sklopu ovog doktorskog rada koristeni su uzorci ljudske plazme od 226
ispitanika. Uzorci su skupljeni u dva centra, Klinicka Bolnica Dubrava 1 Klinika Magdalena.
Skupina ispitanika s fibrilacijom atrija skupljena je u Klinici Magdalena, a sastojala se od 172
pacijenta koji su bili indicirani za zahvat kateterske ablacije. Ukljucni kriteriji bili su sljedeéi:
(1) dvije ili viSe simptomatske epizode fibrilacije atrija zabiljezena na EKG-u, u trajanju od
vise od 5 minuta; (2) dob iznad 18 godina; (3) indikacija kateterske ablacije; (4) dana privola
za prisustvovanje u studiji 1 potpisan informirani pristanak. Pacijenti koji su ispunjavali sljedece
kriterije nisu uzeti u obzir za ukljuenje u studiju: (1) permanentna fibrilacija atrija; (2)
prethodni zahvat kateterske ablacije; (3) ejekcijska frakcija lijeve kljetke izmjerena
ehokardiografijom <50 %; (4) infarkt miokarda u anamnezi; (5) primarna kardiomiopatija; (6)
akutno upalno stanje; (7) CRP > 10 mg/L; (8) kroni¢na upalna bolest; (9) maligni tumor u
anamnezi; (10) hiper- ili hipotireoza u anamnezi; (11) terapija heparinom, intravenskim
imunoglobulinima ili hormonska terapija; (12) transfuzija krvi. Pacijenti su podvrgnuti zahvatu
kateterske ablacije uz uzorkovanje krvne plazme za analizu N-glikozilacije na pregledu prije
zahvata te na klinickom pregledu Sest mjeseci nakon zahvata. Kod svih pacijenata kateterska
ablacija provedena je radiofrekventnom metodom, tehnikom ,,tocku po tocku. Tijekom Sest
mjeseci rekurencija fibrilacije atrija pracena je transtelefonskim EKG-om, a na klinickom
pregledu nakon Sest mjeseci u€injen je 24-satni holter EKG pregled. Uzorci plazme kardioloski
zdravih kontrola prikupljeni su u KB Dubrava. Potvrdeno je odsustvo fibrilacije atrija i drugih
kardioloskih stanja. Kontrolni uzorci su probrani na na¢in da raspodjela po dobi i spolu u

kontrolnoj skupini odgovara skupini s fibrilacijom atrija.

Plazma je dobivena iz pune krvi dobivene venepunkcijom u vakuetu s K3EDTA kao
antikoagulansom. Nakon 10 minuta krv je centrifugirana na 1620xg 10 min. Krvna plazma je

alikvotirana u epruvete od 2 mL te spremljena na -20 °C do daljnje analize.

Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak, a studija je odobrena od strane etickih
povjerenstava ukljucenih institucija: etickog povjerenstva KB Dubrava, etickog povjerenstva
klinike Magdalena 1 etickog povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu. Istrazivanje je provedeno u skladu s odredbama Helsinske deklaracije.
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2.2. Materijali
2.2.1. Kemikalije

2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich), 2-pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich),
acetonitril (HPLC Cdisto¢a) (PanReac AppliChem), acetonitril (LC-MS cisto¢a) (VWR
Chemicals), amonijak, otopina (NH4OH), amonijev hidrogenkarbonat (NH4sHCO3) (Acros
Organics), dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich), etanol (Merck), igepal CA-630 (Sigma-
Aldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) (Sigma-Aldrich), kalijev klorid (KCl) (EMD
Milipore), klorovodi¢na kiselina (HCl) (Merck), mravlja kiselina (Merck), natrijev dodecil
sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich), natrijev hidrogenfosfat (NaHPO4) (Acros Organics), natrijev
hidroksid (NaOH) (Merck), natrijev klorid (NaCl) (Carlo Erba), octena kiselina,
tris(hidroksimetil)aminoetan (TRIS) (Sigma-Aldrich)

2.2.2. Enzimi

Peptid N-glikozidaza F (PNGazaF) (Promega)

2.2.3. Otopine i puferi

0,1 M octena kiselina, IM NH4HCO;, 1M HCI, 1M NaOH, 1xPBS — puferirana otopina
fosfatnih soli (engl. phosphate buffered saline PBS) (10xPBS razrijeden vodom 10 puta, pH
podesen titracijom na 7,4), 1,33% SDS (13,3 g/L), 2% SDS (20 g/L), 4% Igepal (v/v), 5xPBS
(10xPBS razrijeden vodom 2 puta), 10xPBS (80,03 g/L NaCl, 13,83 g/L Na,HPOs, 2,96 g/L
KH>PO4, 1,976 g/L KCI, pH = 6,6), 20% acetonitril HPLC ¢istoce (v/v), 20 mM TRIS + 0.1M
NaCl u 20% etanolu - pufer za skladiStenje protein G plocice, 30% octena kiselina u DMSO
(v/v), 70% etanol (v/v), 96% acetonitril LC-MS c¢istoce (v/v), 100 mM amonijev formijat pH =
4.4.

Sve navedeno su vodene otopine osim ako nije drugacije naglaseno. Otopine koriStene za

izolaciju IgG-a filtrirane su kroz PES filter 0,2 um.

2.24. Potro$ni materijal

ABgene PCR plocice s 96 jazica (Thermo Scientific), SUPOR Acroprep filter plocica s 96
jazica, pore 0.2 um (Pall), SUPOR Acroprep filter ploCica s 96 jazica, pore 0.45 um (Pall),
nastavci za pipete (Rainin), mikrotitarske plocice kapaciteta s 96 jazica, volumen jazice 1 mL
(Waters), mikrotitarske ploc¢ice s 96 jaZica, volumen jazice 2 mL (Waters), PES membranski

filter za otopine, veli¢ina pora 0,2 um (Pall).
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2.2.5. Laboratorijski uredaji i oprema

Acquity UPLC Glycan BEH (engl. bridged ethylene hybrid) amidna kolona, veli¢ina pora
130A, veli¢ina ¢estica 1,7 pm, dimenzije 2,1 mm x 150 mm (Waters), Acquity UPLC Glycan
BEH amidna kolona, veli¢ina pora 130 A, veli¢ina &estica 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm (Waters),
Acquity UPLC H-class kromatografski sustav (Waters, SAD), pH metar Seven Compact
(Mettler Toledo, SAD), analiticka vaga AB54-S (Mettler Toledo, SAD), inkubator (MRC,
Izrael), magnetski mjesa¢ Magnetic Stirrer MSH300 (Biosan, Latvija), mikropipete (Raini,
SAD), tehnicka vaga Highland (Adam Equipment, UK), treskalica (GFL, Njemacka),
vakuumska centrifuga SpeedVac (Thermo Scientific, SAD), vakuumsko postolje (Milipore
Corporation, SAD), vakuumska pumpa (Pall, SAD), protein G monolitna plocica s 96 jazica
(BIA Sartorius, Njemacka).

2.2.6. Racunalni programi

Empower racunalni program za upravljanje Acquity UPLC sustavom (Waters, SAD), R

programski jezik (verzija 4.0.5).
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2.3. Metode
2.3.1. Dizajn eksperimenta

Svi prikupljeni uzorci plazme su u svrhu smanjenja eksperimentalne pogreske nasumicno
rasporedeni u mikrotitarsku plocicu od 96 jazica. Raspored je odreden na nacin da raspodjela
po spolu, dobi i statusu bolesti na svakoj ploc¢ici bude uniformna. Na svaku plocicu dodan je po
jedan uzorak ultra-Ciste vode kao negativna kontrola te pet replika uzoraka krvne plazme
zdravih dobrovoljaca u svrhu kontrole kvalitete cijelog postupka. Raspored uzoraka za analizu
glikana ukupnih plazmatskih proteina i izoliranog IgG-a bio je identi¢an. Sve analize provedene

su sekvencijalno u $to kra¢em vremenskom roku kako bi se smanjila tehnicka varijacija metode.

2.3.2. Izolacija I1gG-a iz krvne plazme

Izolacija IgG-a iz krvne plazme provedena je koriste¢i afinitetnu kromatografiju na monolitnoj
plocici od 96 jazica. 100 pL krvne plazme razrijedeno je s 700 pL 1xPBS-a te je tako razrijedena
plazma filtrirana na SUPOR filter plocici od 96 jazica uz vakuum. Filtrirana i razrijedena
plazma nanesena je na Protein G plo€icu koja je prethodno isprana 0,1 M mravljom kiselinom
te potom neutralizirana i isprana PBS-om. Razrijedena plazma je propustena kroz monolit
protein G plocice koriste¢i vakuum pumpu. Vezani IgG potom je ispran 3 puta 1xPBS-om.
Konacno, IgG je eluiran s plocice dodatkom 1000 pL 0,1 M mravlje kiseline. Mravlja kiselina
je neutralizirana dodatkom 170 pL 1 M otopine amonijevog bikarbonata. Za daljnju analizu
koriSten je alikvot od 300 pL te je u vakuum koncentratoru SpeedVac uklonjeno otapalo kako

bi se dobio suhi IgG.

2.3.3. Enzimatska deglikozilacija ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a

Prethodno izoliran i osuSen IgG prvo je solubiliziran 1 denaturiran dodatkom 30 pL SDS (13,3
g/L) 1 inkubacijom na 60 °C u trajanju od 10 minuta. Za analizu ukupnih plazmatskih proteina
denaturacija je provedena dodatkom 20 uL SDS-a (20 g/L). Daljnji tijek analize bio je identi¢an
za ukupne plazmatske proteine i IgG. Nakon denaturacije dodano je 10 pL neionskog
deterdZzenta Igepal CA-630 (4% v/v), a potom je u svaki uzorak dodano je 0,12 U enzima

PNGaze F te je reakcija provedena preko noci na 37 °C.
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2.3.4. Fluorescentno obiljezavanje oslobodenih N-glikana

N-glikani oslobodeni PNGaz-om F su nakon inkubacije bez procis¢avanja fluorescentno
obiljezeni 2-AB-om. Reakcija je provedena dodatkom 25 pL smjese 2-AB 1 PB (19,2 pg/uL,
44,8 ng/ul) otopljenih u smjesi octene kiseline 1 DMSO-a (30%, v/v). Reakcija reduktivne

aminacije provedena je tijekom 2h na 65 °C.

2.3.5. Procisc¢avanje obiljezenih N-glikana ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi

N-glikani obiljezeni 2-AB-om procis¢eni su od suviska boje, reducensa i zaostalih proteina
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi. Reakcijska smjesa je razrijedena dodatkom 700 pL ACN-a te je
ukupna smjesa prenesena na SUPOR filter plocicu od 96 jaZica (PALL Corporation, SAD).
Smyjesa je inkubirana 2 minute kako bi se N-glikani vezali za hidrofilnu membranu. Otapalo je
uklonjena vakuumom, a N-glikani su isprani pet puta dodatkom 200 pL 96% ACN-a i vode
(v/v). Obiljezeni N-glikani su naposlijetku eluirani s SUPOR membrane dodatkom dva puta po
90 pL ultra-Ciste vode. Procis¢eni N-glikani su zatim spremljeni na -20 °C do kromatografske

analize.

2.3.6. UHPLC analiza obiljezenih N-glikana

Teku¢inska kromatografija provedena je na Acquity H-class UHPLC sustavu s
fluorescencijskim detektorom. Sustav je bio kontroliran Empower 3 softverom. Eksitacijska
valna duljina detektora iznosila je 250 nm, dok je emisijska valna duljina iznosila 428 nm.
Odvajanje je provedeno koriste¢i Waters BEH amidne kolone, unutarnjeg promjera 2,1 mm,
veli¢ine &estica 1,7 pum i veli¢ine pora 130 A. Za analizu N-glikana ukupnih plazmatskih
proteina koriStena je kolona duljine 150 mm, dok je za analizu N-glikana IgG-a koriStena kolona
duljine 100 mm. Kao otapalo A koriStena je 100 mM otopina amonijevog formijata (pH = 4,4),
a kao otapalo B koriSten je ACN LC-MS ¢istoce. Linearni gradijent otapala za analizu N-glikana
ukupnih plazmatskih proteina bio je 30-47 % otapala A, uz protok od 0,561 mL/min kroz 25
min (Tablica 1). Odvajanje je provedeno na 25 °C. Za analizu N-glikana IgG-a koriSten je
linearni gradijent od 25-38 % otapala A, uz protok od 0,4 mL/min kroz 29 min (Tablica 2).
Odvajanje je provedeno na 60 °C. Nakon analize svakog uzorka, kolona je isprana otapalom A,

te ekvilibrirana u pocetne uvjete kao $to detaljno prikazano u Tablicama 1 i 2.
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Tablica 1. Gradijent otapala koriSten za odvajanje N-glikana ukupnih plazmatskih proteina

Vrijeme (min) Protok (mL/min) Otapalo A (%) Otapalo B(%)

0,00 0,561 30 70

1,47 0,561 30 70
24,81 0,561 47 53
25,50 0,250 100 0
28,00 0,250 100 0
29,00 0,250 30 70
32,50 0,561 30 70

Tablica 2. Gradijent otapala koriSten za odvajanje N-glikana IgG-a

Vrijeme (min) Protok (mL/min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
0,00 0,4 25 75
29,00 0,4 38 62
30,00 0,4 100 0
32,00 0,4 100 0
33,00 0,4 25 75
38,00 0,4 25 75

Procis¢eni N-glikani za kromatografsku analizu pripremljeni razrijedivanjem s ACN-om LC-
MS cistoce. Za N-glikane ukupnih plazmatskih proteina 15 pL procis¢enih glikana pomijeSano
je s 35 uL ACN-a, dok je za N-glikane IgG-a 12,5 uL procis¢enih glikana pomijesano s 37,5 uLb
ACN-a. Za analizu N-glikana ukupnih plazmatskih proteina injektirano je 20 pL smjese uzorka,
dok je za N-glikane IgG-a injektirano 40 pL smjese uzorka. Prije svake sekvence analize
prikladnost sustava provjerena je injektiranjem standardnog uzorka N-glikana plazme odnosno

IgG-a pripremljenog in-house.

Svi dobiveni kromatogrami rucno su procesuirani na isti nacin koriste¢i softver Empower kako
bi se integracijom dobile povrSine ispod pojedinog kromatografskog vrska. N-glikani ukupnih
plazmatskih proteina razdvojeni su u 39 kromatografskih vrSaka oznaceni GP1-GP39 (engl.
glycan peak, GP). Glikanske strukture u svakom kromatografskom vrSku prethodno su

potvrdene LC-MS analizom (40). Reprezentativni kromatogram s prikazanim strukturama u
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svakom glikanskom vrSku prikazan je na Slici 6, dok je detaljan opis svih struktura u svakom
kromatografskom vrsku dan u Tablici 3. N-glikani IgG-a razdvojeni su u 24 kromatografska
vrSka oznaceni IGP1-1GP24 (engl. IgG glycan peak, 1GP). Glikanske strukutre su kao 1 kod
plazme prethodno potvrdene koriste¢i LC-MS (28). Reprezentativni kromatogram N-glikana
IgG-a s prikazinim strukturama u svakom glikanskom vrSku prikazan je na Slici 7, dok je
detaljan opis svih struktura u svakom kromatografskom vrsku dan u Tablici 4. Relativni udio
glikana u svakom pojedinom kromatografskom vrsku izraunat je kao udio povrSine vrska u

ukupnoj povrsini kromatograma.
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kromatografskom vrsku.
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Slika 7. Reprezentativni UHPLC-FLR kromatogram N-glikana IgG-a s prikazanim dominantnim strukturama u svakom kromatografskom vrsku.
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Tablica 3. Opis glikanskih struktura u kromatogramu N-glikana ukupnih plazmatskih proteina

Glikanski Glikanska
vrsak struktura — Glikanska struktura — prikaz Opis strukture
(GP) kratica
GP1 FA2 :::)&l: srzno fukoziliran, biantenarni
a2 FA2B 3 srzno fukoziliran, biantenarni s ra¢vajuéim
P
M5 : GlcNAc-om
Monogalaktoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im
GP3 A2BGl O-
GlcNAc-om
GP4 FA2[6]G1 G:::)_._z srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni
GP5 FA2[3]G1 Q::}[: srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni
O I srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni
GP6 FA2[6]BG1 [ 58 | o
s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
GP7 M6 s}.j oligomanozni sa Sest manoznih jedinica
GPS8 A2G2 ?{_:::}ll digalaktoziliran, biantenarni
o digalaktoziliran, biantenarni s racvaju¢im
GP9 A2BG2
© GlcNAc-om
GP10 FA2G2 on srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni
o y srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni s
GP11 FA2BG2 ::l>ll o
o ra¢vajué¢im GlcNAc-om
|0
L S | B | . . e g
GPl2 M7 <' ‘::}. oligomanozni sa sedam manoznih jedinica;
A2G2S1 . :r. am digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni
@
[ srzno fukoziliran, monogalaktoziliran i
GP13 FA2G1S1 «9—-:::;..: L ,
' monosijaliniziran, biantenarni
GP14 A2G2S1 o goonn digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni s
GP15 A2BG2S1 > o
racvaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
GP16 FA2G2S1 L o

monosijaliniziran, biantenarni
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srzno fukoziliran, digalaktoziliran i

(€ v
GP17 FA2BG2S1 > 1 i}“ monosijaliniziran, biantenarni s ra¢vajué¢im
. GlcNAc-om
GP18 A2G282 S aoemn digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
GP19 M9 @ oligomanozni s devet manoznih jedinica
L& J
GP20 A2G2S2 o moenm digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
GP21 A2G2S2 . moemn digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
GP22 FA2GS2 m}: srzno fukoziliran, digalaktoziliran i disijaliniziran,
biantenarni
P23 AIBGIS) 2}.; srzno fukoziliran, digalaktoziliran i disijaliniziran,
P FA2B
biantenarni s ra¢vajuéim GIcNAc-om
GP24 A3G3S2 S . { %ﬁ)—" trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
GP25 A3G3S2 el o [ %E}_“ trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
GP26 A3G3S2 S [ %b“ trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
GP7 ASFIG3S2 - antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i
e disijaliniziran, triantenarni
GP28 A3G38S3 %E:}“ trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
GP29 A3G38S3 gb—.—. trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
GP30 A3G3S3 %E}—“ trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
GP31 FA3G3S3 srzno fukoziliran, trigalaktoziliran i
trisijaliniziran, triantenarni
*O
GP32 A3G3S3 gb“ trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
GP33 ASFIG3S3 > [ E § 2 antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i
trisijaliniziran, triantenarni
GP34 FA3G3S3 E § E): : srzno fukoziliran, trigalaktoziliran i

trisijaliniziran, triantenarni
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srzno i antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i
GP35 FA3F1G3S3 > o ) )
trisijaliniziran, triantenarni

GP36 A4G4S3 o tetragalaktoziliran i trisijaliniziran, tetraantenarni

tetragalaktoziliran i tetrasijaliniziran,

GP37 A4G4AS4 )
tetraantenarni
tetragalaktoziliran i tetrasijaliniziran,
GP38 A4G4S4 )
tetraantenarni
antenarno fukoziliran, tetragalaktoziliran i
GP39 A4F1G4S4 >—

tetrasijaliniziran, tetraantenarni

Tablica 4. Opis glikanskih struktura u kromatogramu N-glikana IgG-a

Glikanski Glikanska

) Glikanska struktura — prikaz Opis strukture
vriak (IGP) struktura — kratica

IGP1 FA1 - ( :}.; srzno fukoziliran, monoantenarni
IGP2 A2 :}fl. biantenarni
IGP3 A2B }H biantenarni s ra¢vaju¢im GIcNAc-om
1GP4 FA2 ::).—I—: srzno fukoziliran, biantenarni
oligomanozni s pet manoznih
IGP5 M5 o
jedinica
srzno fukoziliran, biantenarni s
IGP6 FA2B
racvaju¢im GlcNAc-om
monogalaktoziliran, biantenarni;
IGP7 A2[3]G1 N=pe s 1
srzno fukoziliran
srzno fukoziliran,
IGP8 FA2[6]G1 . ) ]
monogalaktoziliran, biantenarni
srzno fukoziliran,
IGP9 FA2[3]G1 . ) ]
monogalaktoziliran, biantenarni
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srzno fukoziliran,

IGP10 FA2[6]BG1 monogalaktoziliran, biantenarni s
racvaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran,
IGP11 FA2[3]BG1 O—}.; monogalaktoziliran, biantenarni s
racvajué¢im GlcNAc-om
IGP12 A2G2 g:}.-“ digalaktoziliran, biantenarni
digalaktoziliran, biantenarni s
IGP13 A2BG2 o
racvaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, digalaktoziliran,
IGP14 FA2G2
biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran,
IGP15 FA2BG2 ) ) o
biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, monogalaktoziliran
IGP16 FA2[3]G1S1 ] o ] )
i monosijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i monosijaliniziran,
IGP17 A2G2S1
biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
IGP18 FA2G2S1
monosijaliniziran, biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
IGP19 FA2BG2S1 { monosijaliniziran, biantenarni s
racvaju¢im GlcNAc-om
struktura nije .
I1GP20 N/A struktura nije odredena
odredena
digalaktoziliran i disijaliniziran,
IGP21 A2G2S2
biantenarni
digalaktoziliran i disijaliniziran,
IGP22 A2BG2S2
biantenarni s racvaju¢im GIcNAc-om
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
IGP23 FA2G2S2
disijaliniziran, biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
1GP24 FA2BG2S2 2:?[: disijaliniziran, biantenarni s

racvaju¢im GlcNAc-om
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2.4. Statisticka analiza N-glikanskih podataka

Sve statisticke analize i vizualizacije podataka napravljene su koriste¢i R programski jezik

(verzija 4.0.5) i pakete koji su navedeni dalje u tekstu.

Podaci su normalizirani na ukupnu povrSinu kromatograma (engl. total area normalization), pri
¢emu se udio svakog kromatografskog vrska dijeli s ukupnom povrSinom kromatograma. Zbog
desno nagnute distribucije glikanskih svojstava podaci su logaritamski transformirani kako bi
se dobila normalna distribucija Sto je omogucilo koristenje parametarskih testova za statisticku
analizu asocijacija glikana. Normalnost razdiobe glikanskih svojstava testirana je Shapiro-Wilk
testom. Kako bi se smanjio udio tehnicke varijacije metode zbog analize veéeg broja uzoraka
podijeljenog u nekoliko serija provedena je korekcija na razlike u serijama (engl. batch
correction). Korekcije je provedena na logaritamski transformiranim podacima koristec¢i

ComBat metodu R paketa sva (126).

Osim direktno mjerenih glikanskih svojstava izracunata su 1 derivirana glikanska svojstva koja
grupiraju glikane na temelju zajednickih strukturnih svojstava (npr. galaktozilacija,
fukozilacija, sijalinizacija). Formule za izracun deriviranih svojstava prikazane su u Tablici 5.
Za izracun su koristene vrijednosti N-glikana korigirane na razlike u serijama te su naknadno

takoder logaritamski transformirane.

Za utvrdivanje statisticki znacajnih asocijacija koriSteni su linearni modeli. Logaritamski
transformirana glikanska svojstva koriStena su kao kontinuirana zavisna varijabla dok su kao
nezavisne varijable koriStene varijable za koje se htjela ispitati asocijacija. Dob 1 spol su
ukljuceni u sve modele kao kovarijate zbog prethodno poznatog utjecaja na sastav N-glikoma
ukupnih plazmatskih proteina 1 IgG-a (12,44). CHA2DS2-VASc procjena rizika izraCunat je za
sve pacijente s fibrilacijom atrija kao §to su predlozili Lip i suradnici (127). Zbog malog broja
pacijenata s CHA2DS,-VASc vrijednostima iznad 4, svi pacijenti s vrijednostima iznad 4 su
spojeni u jednu kategoriju oznacenu s ,,>4%“. CHA2DS>-VASc vrijednost je u modelu tretirana
kao nezavisna ordinirana kategoricka varijabla s vrijednostima od 0 do >4 uz dob 1 spol kao
kovarijate kao 1 u ostalim analizama. P-vrijednosti su korigirane za viSestruko testiranje
koriste¢i metodu koju su predlozili Li i Ji (128). Navedena metoda je koriStena zbog medusobne
povezanosti N-glikanskih mjerenja. Metoda se temelji na Benjamini-Hochberg metodi, a sastoji
se od izracuna broja nezavisnih mjerenja u skupu podataka na koji treba korigirati p-vrijednost.

Prag znacajnosti za korigirane p-vrijednosti bio je 0,05.
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Tablica 5. Formule koristene za izracun deriviranih svojstava N-glikana ukupnih plazmatskih

proteina i IgG-a.

Derivirano svojstvo

Formula

Plazma

Nisko razgranati glikani (LB)

GP1+GP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP8+GP9+GP10+GP11+
GP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP17+GP18+GP20+
GP21+GP22+GP23

Visoko razgranati glikani (HB)

GP24+GP25+GP26+GP27+GP28+GP29+GP30+GP31+ GP32+
GP33+GP34+GP35+GP36+GP37+GP38+GP39

Agalaktozilirani glikani (GO)

GP1+0.5xGP2

Monogalaktozilirani glikani (G1)

GP3+GP4+GP5+GP6+GP13

Digalaktozilirani glikani (G2)

GP8+GP9+GP10+GP11+0.5xGP12+GP14+GP15+GP16+
GP17+GP18+GP20+GP21+GP22+GP23

Trigalaktozilirani glikani (G3)

GP24+GP25+GP26+GP27+GP28+GP29+GP30+GP31+ GP32+
GP33+GP34+GP35

Tetragalaktozilirani glikani (G4)

GP36+GP37+GP38+GP39

Neutralni glikani (SO)

GP1+0.5xGP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP8+GP9+GP10+ GP11

Monosijalinizirani glikani (S1)

0.5xGP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP17

Disijalinizirani glikani (S2)

GP18+GP20+GP21+GP22+GP23+GP24+GP25+GP26+ GP27

Trisijalinizirani glikani (S3)

GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP33+GP34+GP35+ GP36

Tetrasijalinizirani glikani (S4)

GP37+GP38+GP39

Glikani s rac¢vajuc¢im GlcNAc-om (B)

0.5xGP2+GP3+GP6+GP9+GP11+GP15+GP17+ GP23

Oligomanozni glikani (M)

0.5xGP2+GP7+0.5xGP12+GP19

Srzno fukozilirani glikani (CF)

GP1+0.5xGP2+GP4+GP5+GP6+GP10+GP11+GP13+GP16+
GP17+GP22+GP23+GP31+GP34+GP35

Glikani s antenarnom fukozom (AF)

GP27+GP33+GP35+GP39

IgG

Agalaktozilirani glikani (GO)

IGP1+IGP2+IGP3+IGP4+IGP6

Monogalaktozilirani glikani (G1)

IGP7+IGP8+IGP9+IGP10+IGP11

Digalaktozilirani glikani (G2)

IGP12+IGP13+IGP14+IGP15

Slijalinizirani glikani (S)

IGP16+IGP17+IGP18+IGP19+IGP20+1GP21+IGP22+IGP23+
1GP24

Glikani s rac¢vaju¢im GlcNAc-om (B)

IGP3+IGP6+IGP10+IGP11+IGP13+1GP15+IGP19+1GP22+
1GP24

Srzno fukozilirani glikani (CF)

IGP1+IGP4+IGP6+IGP8+IGP9+IGP10+IGP11+IGP14+
IGP15+ IGP16+IGP18+IGP19+IGP23+1GP24
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3. REZULTATI



3.1. Osobine ispitanika i deskriptivna statistika

N-glikozilacija ukupnih plazmatskih proteina i izoliranog IgG-a uspjesno je analizirana u 332
uzorka pacijenata s fibrilacijom atrija i zdravih kontrola. Uzorci pacijenata s fibrilacijom atrija
prikupljeni su u dvije vremenske tocke, neposredno prije zahvata kateterske ablacije i Sest
mjeseci nakon zahvata. Od 172 pacijenta koji su analizirani na pocetku studije, za 106 je
prikupljen i uzorak nakon Sest mjeseci, dok su za 170 pacijenta prikupljeni podaci o recidivu.
U kontrolnoj skupini analizirana su 54 uzorka. Karakteristike populacije analiziranih uzoraka
prikazani su u Tablici 6. N-glikani su analizirani UHPLC metodom te su izracunati relativni
udjeli pojedinog glikanskog vrska kao 1 derivirana svojstva koja predstavljaju udjele glikana s
pojedinim zajednic¢kim strukturnim znacajkama. U Tablicama 7 i 8 prikazana je deskriptivna
statistika relativnih udjela pojedinog glikana i deriviranih svojstava za N-glikome ukupnih
plazmatskih proteina (Tablica 7) odnosno IgG-a (Tablica 8) razdvojenih po skupinama.

Iskazane su vrijednosti nakon provedene korekcije za razlike u serijama.
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Tablica 6. Deskriptivna statistika ispitivane populacije

Fibrilacija atrija

Kontrolna skupina

N 172 54
Dob (godine) 64 (57-69) 64 (57-69)
Zenski spol 63 (36 %) 19 (35%)
I™ 28.9 (4.37)
Klasifikacija FA

Paroksizmalna 135 (78%)

Perzistentna 37 (22%)
CHA>DS>-VASc

0 33 (19%)

1 48 (28%)

2 45 (26%)

3 36 (21%)

>4 10 (6%)
Hipertenzija

Ne 58 (34%)

Da 114 (66%)
Diabetes melitus

Ne 159 (92%)

Da 13 (8%)
Koronarna bolest srca

Ne 153 (89%)

Da 19 (11%)
Mozdani udar ili TIA

Ne 165 (96%)

Da 7 (4%)
Recidiv nakon 6 mjeseci

Ne 120 (70%)

Da 50 (29%)

Nema podataka 2 (1%)
Fibroza atrija”

Ne 21 (12%)
Blaga 43 (25%)
Izrazena 103 (60%)

Nema podataka 5 (3%)
Dob je iskazana kao medijan i1 interkvartilni raspon. Sve ostale kategoricke varijable su iskazane

kao broj (N) i udio (%). ITM je iskazan kao prosjec¢na vrijednost i standardna devijacija. TIA —

tranzijentni ishemijski napad, AF — fibrilacija atrija, ITM — indeks tjelesne mase.

# Prisutnost atrijske fibroze izmjerena metodom elektroanatomskog mapiranja napona kao $to
je opisano u (129). Blaga fibroza je definirana kao postotak fibroticne povrSine u ukupnoj

ovrsini lijevog atrija <5%, dok je >5% smatrano izrazenom fibrozom.
9
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Tablica 7. Deskriptivna statistika N-glikana ukupnih plazmatskih proteina osoba oboljelih od

fibrilacije atrija i zdravih kontrola. Iskazane su vrijednosti nakon kontrole za razlike u serijama.

Fibrilacija atrija
Kontrolna skupina Prva vremenska tocka Druga vremenska tocka
Glikan Medijan Q1 Q3 Medijan Q1 Q3 Medijan Q1 Q3
GPO1 4,72 3,71 6,18 4,80 3,10 5,86 4,39 3,04 5,66
GPO02 2,27 1,97 2,58 2,04 1,75 2,42 2,03 1,76 2,47
GPO03 0,08 0,07 0,11 0,07 0,05 0,10 0,07 0,05 0,09
GP04 3,64 2,97 4,17 3,68 2,58 4,42 3,46 2,64 4,17

GP05 1,73 1,33 2,23 1,99 1,25 2,51 1,87 1,27 2,39
GP06 1,28 1,12 1,60 1,21 0,99 1,46 1,23 0,98 1,42
GPO7 0,99 0,92 1,09 1,00 0,91 1,12 1,01 0,88 1,11
GP08 1,29 1,23 1,42 1,30 1,17 1,42 1,25 1,15 1,39

GP09 0,09 0,08 0,10 0,09 0,07 0,10 0,08 0,07 0,10
GP10 3,24 2,65 3,62 3,28 2,58 3,93 3,16 2,52 3,77
GP11 0,73 0,62 0,85 0,72 0,57 0,84 0,68 0,56 0,83
GP12 1,08 0,97 1,20 1,06 0,98 1,18 1,07 0,96 1,20
GP13 0,62 0,54 0,76 0,71 0,47 0,87 0,65 0,47 0,85
GP14 12,78 11,77 13,29 12,72 11,73 13,64 12,64 11,70 13,70
GP15 0,36 0,33 0,39 0,35 0,31 0,40 0,34 0,31 0,41
GP16 4,99 4,40 5,53 5,01 4,52 5,66 5,03 4,39 5,63

GP17 1,90 1,59 2,29 1,85 1,60 2,23 1,80 1,50 2,20
GP18 3,31 2,89 3,66 3,37 3,00 3,75 3,41 3,10 3,74
GP19 1,09 1,02 1,21 1,20 1,09 1,29 1,16 1,06 1,29

GP20 27,49 26,14 29,13 27,38 25,00 30,68 28,12 2543 29,85
GP21 0,62 0,56 0,69 0,63 0,57 0,68 0,64 0,58 0,70
GP22 4,17 3,79 4,61 4,35 3,80 5,05 4,57 3,74 5,36
GP23 2,25 1,80 2,56 2,22 1,79 2,70 2,21 1,82 2,77

GP24 1,56 1,23 1,99 1,63 1,33 1,89 1,66 1,39 1,90
GP25 0,27 0,23 0,30 0,27 0,24 0,30 0,27 0,24 0,30
GP26 1,70 1,47 1,94 1,66 1,47 1,89 1,75 1,54 1,92

GP27 1,07 0,83 1,34 1,00 0,77 1,22 1,01 0,79 1,22
GP28 0,61 0,44 0,77 0,61 0,51 0,72 0,63 0,53 0,76
GP29 0,15 0,13 0,18 0,17 0,14 0,19 0,16 0,14 0,18
GP30 4,40 3,51 521 4,42 3,81 5,30 4,59 3,92 5,32
GP31 0,45 0,35 0,54 0,44 0,35 0,52 0,45 0,38 0,55
GP32 151 1,28 1,79 1,41 1,16 1,64 1,48 1,25 1,72
GP33 3,22 2,41 3,80 3,02 2,28 3,61 3,09 2,28 3,64
GP34 0,35 0,30 0,41 0,32 0,28 0,38 0,34 0,30 0,39
GP35 0,39 0,32 0,51 0,36 0,28 0,45 0,39 0,29 0,47
GP36 0,44 0,39 0,53 0,43 0,38 0,50 0,44 0,40 0,48
GP37 0,36 0,27 0,43 0,34 0,28 0,42 0,34 0,29 0,41
GP38 0,77 0,66 0,88 0,76 0,68 0,87 0,79 0,68 0,85
GP39 0,67 0,56 0,81 0,61 0,51 0,76 0,59 0,49 0,76
HB 18,06 16,58 19,12 17,89 15,85 19,42 17,95 16,67 19,47
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LB
GO
G1
G2
G3
G4
SO
S1
S2
S3
S4

CF
AF

79,77
5,96
7,67

63,71
15,69
2,34
18,57

21,19

42,84

11,46
191
7,88
3,80

31,90
5,38

78,63
4,65
6,30
61,54
14,36
1,97
15,23
20,64
40,88
10,56
1,60
7,19
3,63
29,25
4,18

81,08
7,30
8,77

66,46
17,06
2,56

21,43

21,78

44,76

12,30
2,09
8,36
3,96

35,65
6,43

79,61
5,92
7,84

64,56
15,64
2,16
18,84

21,37

42,40

11,39
1,73
7,78
3,78

32,58
5,00

78,08
4,01
5,40
62,28
13,89
1,96
13,75
20,60
39,77
10,08
1,55
6,68
3,57
27,58
3,89

81,81
6,96
9,32

67,18
17,05
2,50

21,79

22,27

46,53

12,47
2,01
8,85
4,06

37,09
6,05

79,61
5,40
7,28

64,74

15,77
2,24

17,48

21,49

43,42

11,52
1,77
7,85
3,75

32,02
5,08

78,18
3,98
5,53

62,57
14,72
2,01
14,23

20,47

40,91

10,71
1,58
6,43
3,53

28,27
3,84

80,73
6,86
8,74

67,53
17,32
2,43

20,18

22,39

46,18

12,68
1,94
8,78
4,08

35,68
6,15

Tablica 8. Deskriptivna statistika N-glikana IgG-a osoba oboljelih od fibrilacije atrija i zdravih

kontrola. Iskazane su vrijednosti nakon kontrole za razlike u serijama.

Fibrilacija atrija

Kontrolna skupina Prva vremenska tocka druga tocka

Glikan Medijan Q1 Q3 Medijan Q1 Q3 Medijan Q1 Q3

GPO01 0,08 0,07 0,10 0,08 0,07 0,10 0,08 0,07 0,10
GP02 0,92 0,66 1,25 0,78 0,52 1,08 0,68 0,48 1,10
GPO3 0,10 0,09 0,12 0,10 0,09 0,12 0,10 0,09 0,12
GP0O4 2485 21,75 29,47 2501 20,92 28,11 25,18 21,11 28,28
GPO05 0,18 0,15 0,19 0,19 0,17 0,24 0,18 0,16 0,21
GP06 6,97 5,96 8,13 6,20 5,24 7,18 6,29 5,24 7,58
GPO7 0,48 0,40 0,61 0,43 0,31 0,58 0,41 0,30 0,60
GPO08 18,24 17,36 18,91 18,28 17,32 19,31 18,37 17,38 19,37
GP09 9,58 8,86 10,35 10,29 9,37 11,18 10,15 9,37 11,38
GP10 5,60 4,85 6,50 5,20 4,59 577 5,28 4,62 5,97
GP11 0,81 0,73 0,89 0,77 0,67 0,85 0,77 0,67 0,86
GP12 0,74 0,59 0,96 0,66 0,47 0,93 0,62 0,43 0,84
GP13 0,21 0,19 0,25 0,22 0,19 0,26 0,22 0,19 0,25
GP14 11,64 9,45 1331 11,37 9,71 13,77 11,55 9,69 13,46
GP15 1,80 1,55 1,98 1,68 1,52 1,91 1,69 1,45 1,95
GP16 2,85 2,70 3,19 3,04 2,70 3,36 3,06 2,77 3,33
GP17 0,90 0,79 0,99 0,93 0,82 1,08 0,87 0,78 1,00
GP18 7,62 6,42 8,59 7,75 6,40 8,95 7,86 6,11 9,09
GP19 1,85 1,54 2,15 1,79 1,60 2,05 1,79 1,55 2,08
GP20 0,26 0,22 0,29 0,31 0,26 0,38 0,27 0,23 0,30
GP21 0,56 0,52 0,60 0,65 0,56 0,79 0,57 0,53 0,63
GP22 0,11 0,09 0,13 0,10 0,08 0,13 0,09 0,08 0,12
GP23 1,28 1,04 1,50 1,41 1,13 1,65 1,39 1,15 1,65
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GP24 1,66 1,39 1,99 1,71 1,44 1,93 1,71 1,44 1,93

GO 32,81 29,62 37,10 32,51 27,30 37,01 32,70 27,75 37,06
Gl 3498 3419 36,11 3503 3399 36,45 3515 34,06 36,55
G2 14,66 11,93 15,86 14,21 12,24 16,84 14,15 1194 16,55
S 17,49 15,61 18,62 18,22 16,14 19,49 17,96 15,85 19,57
B 19,46 17,36 20,87 17,97 16,56 19,64 18,12 16,60 19,61
CF 9543 94,75 96,16 95,67 94,41 96,30 95,96 94,66 96,59

3.2. Povezanost N-glikana ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a s fibrilacijom atrija

Kako bi utvrdili razlike u N-glikozilaciji ukupnih plazmatskih proteina 1 IgG-a izmedu
pacijenata s fibrilacijom atrija i zdravih kontrola usporedili smo N-glikome pacijenata s
fibrilacijom atrija u prvoj vremenskoj tocki i N-glikome zdravih kontrola. Prva vremenska tocka
odabrana je za usporedbu buduéi da predstavlja stanje nakon duljeg perioda prisustva bolesti te
nam tako daje uvid u razlike izmedu zdravih osoba i osoba koje boluju od fibrilacije atrija.
Statisticka analiza linearnom regresijom pokazala je znacajne razlike u jednom glikanskom
svojstvu ukupnih plazmatskih proteina 1 sedam glikanskih svojstava IgG-a. U N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina GP19 (Man9) je bio zastupljeniji kod pacijenata s fibrilacijom
atrija u odnosu na kontrole (B-koeficijent 0,075, p-vrijednost 0,004). U N-glikomu IgG-a IGP5
(Man5) (B-koeficijent 0,123, p-vrijednost 0,012), IGP9 (FA2[3]G1) (B-koeficijent 0,065, p-
vrijednost 0.047), IGP20 (struktura nije utvrdena) (B-koeficijent 0,221, p-vrijednost 1x107),
IGP21 (A2G28S2) (B-koeficijent 0,166, p-vrijednost 6x107°) su bili zastupljeniji kod pacijenata
s fibrilacijom atrija dok je obrnuta asocijacija utvrdena za IGP6 (FA2B) (B-koeficijent -0,093,
p-vrijednost 0,022) 1 IGP10 (FA2[6]BG1) (B-koeficijent -0,083, p-vrijednost 0.029) i derivirano
svojstvo koje mjeri udio racvajuceg GlcNAc-a (B-koeficijent -0,055, p-vrijednost 0,037).
Rezultati linearne regresije prikazane za N-glikom ukupnih plazmatskih proteina prikazani su
u Tablici 9, dok su za N-glikom IgG-a prikazani u Tablici 10. Statisticki znacajne promjene

prikazane su graficki na Slici 8.
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Tablica 9. Povezanost izravno mjerenih i deriviranih glikanskih svojstava ukupnih plazmatskih

proteina s fibrilacijom atrija. Statisticki znacajne promjene su podebljane.

Prilagodena P-
Glikan B-koeficijent (95% CI)* P-vrijednost  vrijednost#
GPO1 -0,105 (-0,248, 0,037) 0,1465 0,379
GP02 -0,094 (-0,163, -0,024) 0,0083 0,095
GPO03 -0,145 (-0,273, -0,017) 0,0265 0,252
GP04 -0,055 (-0,177, 0,067) 0,3784 0,674
GPO5 0,001 (-0,145, 0,146) 0,9925 0,993
GP06 -0,12 (-0,205, -0,035) 0,0057 0,081
GPO07 -0,016 (-0,072, 0,04) 0,5771 0,82
GPO8 -0,005 (-0,048, 0,039) 0,8363 0,941
GP09 -0,022 (-0,097, 0,053) 0,5597 0,82
GP10 0,009 (-0,083, 0,102) 0,8422 0,941
GP11 -0,036 (-0,124, 0,052) 0,4179 0,722
GP12 -0,005 (-0,051, 0,041) 0,8351 0,941
GP13 0,021 (-0,08, 0,122) 0,6823 0,884
GP14 0,009 (-0,027, 0,045) 0,6128 0,832
GPI15 0,001 (-0,064, 0,066) 0,9819 0,993
GP16 0,038 (-0,013, 0,09) 0,1457 0,379
GP17 -0,001 (-0,094, 0,092) 0,9815 0,993
GP18 0,018 (-0,04, 0,076) 0,5416 0,82
GP19 0,075 (0,036, 0,114) 0,0002 0,004
GP20 -0,004 (-0,044, 0,035) 0,8265 0,941
GP21 -0,008 (-0,052, 0,035) 0,7088 0,898
GP22 0,046 (-0,015, 0,107) 0,136 0,379
GP23 0,043 (-0,048, 0,135) 0,352 0,669
GP24 0,021 (-0,056, 0,097) 0,5896 0,82
GP25 -0,003 (-0,055, 0,049) 0,8981 0,984
GP26 -0,031 (-0,088, 0,026) 0,2863 0,583
GP27 -0,102 (-0,209, 0,005) 0,0616 0,322
GP28 0,039 (-0,047, 0,125) 0,3712 0,674
GP29 0,077 (-0,002, 0,155) 0,0567 0,322
GP30 0,021 (-0,054, 0,096) 0,5731 0,82
GP31 0,001 (-0,087, 0,089) 0,9816 0,993
GP32 -0,067 (-0,141, 0,006) 0,0734 0,322
GP33 -0,08 (-0,185, 0,026) 0,1391 0,379
GP34 -0,041 (-0,104, 0,021) 0,1937 0,46
GP35 -0,092 (-0,193, 0,008) 0,072 0,322
GP36 -0,044 (-0,1, 0,011) 0,1192 0,379
GP37 0,013 (-0,075, 0,1) 0,7727 0,937
GP38 -0,021 (-0,081, 0,039) 0,4911 0,8
GP39 -0,103 (-0,201, -0,004) 0,0413 0,322
LB 0,006 (-0,004, 0,016) 0,2152 0,486
HB -0,03 (-0,074, 0,014) 0,1766 0,438
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GO
Gl
G2
G3
G4
SO
S1
S2
S3
S4
B
M
CF
AF

-0,099 (-0,223, 0,024)
-0,042 (-0,152, 0,068)
0,016 (-0,001, 0,033)
-0,028 (-0,074, 0,017)
-0,047 (-0,106, 0,012)
-0,046 (-0,139, 0,046)
0,021 (0, 0,042)
0,005 (-0,027, 0,036)
-0,028 (-0,074, 0,018)
-0,047 (-0,11, 0,015)
-0,018 (-0,079, 0,043)
-0,008 (-0,042, 0,025)
-0,002 (-0,061, 0,058)
-0,088 (-0,189, 0,013)

0,113

0,4551
0,0723
0,2215
0,1182
0,3261
0,0482
0,7711
0,2337
0,1376
0,5622
0,6344
0,9515
0,0881

0,379
0,763
0,322
0,486
0,379
0,641
0,322
0,937
0,493
0,379
0,82

0,841
0,993
0,359

* B-koeficijent predstavlja prirodni logaritam relativne promjene u vrijednosti N-glikana izmedu

dvije skupine korigiran na dob 1 spol.

# P-vrijednost je prilagodena koriste¢i Li-Ji metodu korekcije
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Tablica 10. Povezanost izravno mjerenih i deriviranih glikanskih svojstava IgG s fibrilacijom

atrija. Statisticki znacajne promjene su podebljane.

Prilagodena P-
Glikan B-koeficijent (95% CI)* P-vrijednost  vrijednost#
IGPO1 -0,007 (-0,108, 0,094) 0,8877 0,917
IGP02 -0,132 (-0,303, 0,039) 0,1294 0,313
IGP03 0,01 (-0,056, 0,076) 0,7689 0,824
IGP04 -0,039 (-0,105, 0,027) 0,2445 0,426
IGP0S 0,123 (0,042, 0,204) 0,003 0,021
IGP06 -0,093 (-0,167, -0,019) 0,0134 0,05
IGPO7 -0,094 (-0,233, 0,045) 0,1833 0,351
IGPOS8 0,009 (-0,017, 0,034) 0,4948 0,66
IGP09 0,065 (0,02, 0,109) 0,0048 0,028
IGP10 -0,083 (-0,143, -0,024) 0,0062 0,029
IGP11 -0,029 (-0,087, 0,029) 0,322 0,495
IGP12 -0,1 (-0,245, 0,046) 0,1774 0,351
IGP13 0,009 (-0,054, 0,072) 0,7715 0,824
IGP14 0,051 (-0,018, 0,119) 0,1447 0,315
IGP15 -0,02 (-0,079, 0,04) 0,52 0,66
IGP16 0,029 (-0,021, 0,08) 0,2498 0,426
IGP17 0,049 (-0,015, 0,114) 0,1337 0,313
IGP18 0,021 (-0,046, 0,089) 0,5338 0,66
IGP19 0,001 (-0,072, 0,074) 0,976 0,976
IGP20 0,221 (0,149, 0,294) 8x10”° 1x107
IGP21 0,166 (0,095, 0,237) 6x10-¢ 6x10-°
1GP22 -0,031 (-0,129, 0,066) 0,5289 0,66
IGP23 0,098 (0,004, 0,192) 0,0418 0,14
IGP24 0,014 (-0,061, 0,088) 0,7174 0,822
GO -0,05 (-0,111, 0,01) 0,1003 0,303
Gl 0,009 (-0,01, 0,027) 0,3543 0,52
G2 0,035 (-0,029, 0,098) 0,2854 0,462
S 0,036 (-0,011, 0,083) 0,1275 0,313
B -0,055 (-0,096, -0,014) 0,0083 0,035
CF -0,001 (-0,006, 0,003) 0,5689 0,677

" B-koeficijent predstavlja prirodni logaritam relativne promjene u vrijednosti N-glikana izmedu
dvije skupine korigiran na dob i spol.

# P-vrijednost je prilagodena koriste¢i Li-Ji metodu korekcije
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Slika 8. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) koji prikazuju znacajne razlike u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina (A) odnosno IgG-a (B) izmedu osoba oboljelih od fibrilacije
atrija 1 zdravih kontrola. Horizontalna linija unutar kutija predstavlja medijan, gornji i donji rub
kutije omeduju interkvartilni raspon (IQR). Linije su produzene do medijana najvise do
1,5xIQR dok su tockama predstavljena mjerenja koja od medijana odstupaju za viSe od

1,5xIQR. Preuzeto i prilagodeno iz (130).
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3.3. Povezanost N-glikana ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a s recidivom fibrilacije atrija

nakon kateterske ablacije

Ispitane su razlike u N-glikozilaciji ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a izmedu pacijenata
koji su dozivjeli recidiv fibrilacije atrija unutar 6 mjeseci od zahvata i onih koji nisu. Budu¢i da
smo htjeli ispitati prediktivnu mo¢ glikana usporedivali smo N-glikome pacijenata iz vremenske
tocke neposredno prije zahvata. Uz model korigiran na dob 1 spol, takoder smo konstruirali i
model koji je ukljucio i prisutnost dijabetesa i hipertenzije kao kovarijate zbog poznatog
utjecaja navedenih stanja na N-glikom ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a. Dodatak
navedenih kovarijata imao je minimalan utjecaj na rezultate primije¢ene u prvom modelu.
Rezultati regresije za oba modela dani su u Tablici 11. N-glikom ukupnih plazmatskih proteina
pokazao je Cetri direktno mjerenih N-glikana i1 jedno derivirano svojstvo koji su znacajno
povecani kod pacijenata koji su dozivjeli recidiv fibrilacije atrija u odnosu na one koji nisu.
Sljedece glikanske strukture su bile znac¢ajno povecane kod osoba koje su dozivjele recidiv
fibrilacije atrija unutar Sest mjeseci: GP2 (Man5, FA2B) (B-koeficijent 0,117, p-vrijednost
0,034), GP7 (Man6) (B-koeficijent 0,094, p-vrijednost 0,037), GP9 (A2BG2) (B-koeficijent
0,123, p-vrijednost 0,034), GP15 (A2BG2S1) (B-koeficijent 0,12, p-vrijednost 0,024) i ukupne
oligomanozne strukture (B-koeficijent 0,069, p-vrijednost 0,012. Nominalno znacajan porast
pokazali su GP6 (FA2[6]BG1) i1 ukupne strukture s ra¢vaju¢im GIcNAc-om, ali je asocijacija
bila ispod praga znacajnosti nakon korekcije za viSestruka mjerenja s korigiranim p-
vrijednostima od 0,06 i 0,07. Nismo pronasli znacajne asocijacije s IgG N-glikanima i
recidivom fibrilacije atrija nakon 6 mjeseci. Statisticki znaCajne promjene prikazane su na Slici

9 dok su rezultati regresije za sve glikane 1 oba modela prikazani u Tablici 11.
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Tablica 11. Razlike u N-glikozilaciji ukupnih plazmatskih proteina izmedu pacijenata koji su

dozivjeli recidiv fibrilacije atrija unutar 6 mjeseci nakon zahvata kateterske ablacije. Statisticki

znacajne razlike su podebljane. Model 1 sadrzavao je dob i spol kao kovarijate, dok je model 2

sadrzavao dob, spol, prisutnost dijabetesa i prisutnost hipertenzije kao kovarijate. P1 predstavlja

nekorigiranu p-vrijednost dok P2 predstavlja korigiranu p-vrijednost

B-koeficijent (95% CI)* -

B-koeficijent (95% CI)* -

Glikan Model 1 P1 P2# Model 2 P1 P2#
GPO1 0,117 (0,049, 0,284) 0,165 0,495 0,117 (-0,049, 0,282) 0,1661 0,39
GP02 0,117 (0,038, 0,196) 0,0041 0,041 0,115 (0,036, 0,194) 0,0047 0,039
GP03 0,174 (0,028, 0,32) 0,0198 0,113 0,174 (0,03, 0,318) 0,018 0,093
GP04 0,086 (-0,06, 0,232) 0,2465 0,509 0,096 (-0,047, 0,239) 0,1872 0,39
GP05 0,094 (-0,079, 0,266) 0,2862 0,51 0,104 (0,066, 0,273) 0,2282 0,438
GP0O6% 0,131 (0,033, 0,228) 0,0091 0,065 0,135 (0,039, 0,232) 0,0065 0,046
GP07 0,094 (0,028, 0,159) 0,0053 0,043 0,096 (0,031, 0,162) 0,0039 0,037
GP08 0,054 (0,005, 0,104) 0,0328 0,156 0,056 (0,005, 0,106) 0,03 0,142
GP09 0,123 (0,039, 0,207) 0,0043 0,041 0,127 (0,044, 0,21) 0,003 0,035
GP10 0,045 (-0,064, 0,154) 0,421 0,614 0,057 (-0,048, 0,161) 0,2882 0,456
GP11 0,098 (-0,004, 0,201) 0,0602 0,264 0,106 (0,005, 0,207) 0,0403 0,177
GP12 0,042 (-0,007, 0,091) 0,0915 0,373 0,041 (-0,008, 0,09) 0,0996 0,379
GP13 0,073 (-0,046, 0,191) 0,2272 0,509 0,079 (0,039, 0,197) 0,1855 0,39
GP14 0,017 (-0,026, 0,06) 0,4306 0,614 0,017 (-0,026, 0,06) 0,4357 0,608
GP15 0,12 (0,046, 0,195) 0,0017 0,025 0,121 (0,047, 0,196) 0,0016 0,023
GP16 0,024 (-0,036, 0,085) 0,4263 0,614 0,03 (-0,03, 0,09) 0,3298 0,495
GP17 0,088 (-0,019, 0,195) 0,1077 0,403 0,094 (-0,014, 0,201) 0,0866 0,353
GP18  -0,029 (-0,096, 0,038) 0,393 0,614 -0,026 (-0,093, 0,041) 0,4465 0,608
GP19 0,024 (-0,02, 0,068) 0,2774 0,51 0,025 (0,019, 0,069) 0,2682 0,456
GP20  -0,032 (-0,08, 0,016) 0,1894 0,501 -0,035 (-0,082, 0,012) 0,1453 0,39
GP21 -0,013 (-0,063, 0,037) 0,6181 0,705 -0,014 (-0,064, 0,036) 0,5854 0,668
GP22  -0,041 (-0,113, 0,03) 0,2548 0,509 -0,043 (-0,114, 0,029) 0,2384 0,438
GP23 0,061 (-0,044, 0,166) 0,2536 0,509 0,061 (0,045, 0,167) 0,2574 0,456
GP24 0,025 (-0,058, 0,108) 0,5463 0,677 0,023 (-0,06, 0,107) 0,5821 0,668
GP25  -0,017 (-0,076, 0,043) 0,5755 0,677 -0,021 (-0,08, 0,038) 0,4858 0,629
GP26 0,002 (-0,062, 0,065) 0,9579 0,958 -0,006 (-0,068, 0,055) 0,8397 0,855
GP27  -0,04 (-0,16, 0,08) 0,5105 0,677 -0,04 (-0,161, 0,081) 0,5144 0,645
GP28  -0,003 (-0,096, 0,089) 0,941 0,958 -0,007 (-0,1, 0,086) 0,8843 0,884
GP29  -0,068 (-0,153, 0,016) 0,113 0,403 -0,068 (-0,153, 0,018) 0,1185 0,389
GP30  -0,013 (-0,094, 0,069) 0,7579 0,785 -0,017 (-0,099, 0,064) 0,6753 0,7
GP31 -0,04 (-0,135, 0,055) 0,405 0,614 -0,049 (-0,142, 0,045) 0,3041 0,469
GP32  -0,019 (-0,101, 0,063) 0,6464 0,722 -0,032 (-0,109, 0,046) 0,422 0,608
GP33  -0,043 (-0,161, 0,074) 0,4676 0,635 -0,045 (-0,163, 0,074) 0,4586 0,608
GP34  -0,036 (-0,104, 0,032) 0,2963 0,512 -0,045 (-0,11, 0,02) 0,1726 0,39
GP35  -0,063 (-0,174, 0,048) 0,2653 0,509 -0,067 (-0,179, 0,044) 0,2325 0,438
GP36 0,017 (-0,044, 0,079) 0,5796 0,677 0,014 (-0,048, 0,075) 0,6665 0,7
GP37  -0,027 (-0,118, 0,065) 0,568 0,677 -0,025 (-0,116, 0,066) 0,5861 0,668
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GP38
GP39
LB
HB
GO
Gl
G2
G3
G4
SO

S1

S2

S3

S4

Bf

M
CF
AF

-0,013 (-0,078, 0,052)
-0,022 (0,131, 0,087)
0,006 (0,004, 0,017)
-0,023 (-0,072, 0,026)
0,113 (0,031, 0,256)
0,091 (-0,041, 0,222)
-0,006 (-0,025, 0,014)
-0,023 (-0,074, 0,029)
-0,014 (-0,078, 0,051)
0,079 (-0,031, 0,189)
0,027 (0,004, 0,051)
-0,025 (0,062, 0,013)
-0,029 (-0,081, 0,023)
-0,022 (-0,091, 0,047)
0,09 (0,02, 0,159)
0,069 (0,03, 0,107)
0,042 (-0,028, 0,112)
-0,042 (0,154, 0,07)

0,6957
0,6923
0,2103
0,3627
0,1224
0,1744
0,5816
0,3833
0,6811
0,1566
0,023
0,1932
0,2681
0,5345
0,0114
0,0006
0,235
0,46

0,734
0,734
0,509
0,608
0,41

0,497
0,677
0,614
0,734
0,495
0,119
0,501
0,509
0,677
0,073
0,012
0,509
0,635

-0,014 (-0,079, 0,05)
-0,023 (-0,133, 0,086)
0,007 (-0,003, 0,017)
-0,027 (-0,076, 0,022)
0,112 (-0,031, 0,254)
0,099 (-0,029, 0,228)
-0,006 (-0,025, 0,014)
-0,027 (-0,078, 0,023)
-0,015 (-0,08, 0,05)
0,085 (-0,023, 0,193)
0,029 (0,006, 0,053)
-0,027 (-0,064, 0,01)
-0,034 (-0,085, 0,017)
-0,022 (-0,091, 0,046)
0,092 (0,023, 0,162)
0,069 (0,03, 0,108)
0,046 (-0,023, 0,116)
-0,043 (-0,156, 0,07)

0,6623
0,6743
0,1559
0,276

0,1241
0,1297
0,5732
0,2882
0,6512
0,1227
0,0149
0,1475
0,191

0,5204
0,0096
0,0006
0,1918
0,4494

0,7
0,7
0,39
0,456
0,389
0,389
0,668
0,456
0,7
0,389
0,085
0,39
0,39
0,645
0,061
0,011
0,39
0,608

* B-koeficijent predstavlja prirodni logaritam relativne promjene u vrijednosti N-glikana izmedu

dvije skupine korigiran na dob i spol.

# P-vrijednost je prilagodena koriste¢i Li-Ji metodu korekcije
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Slika 9. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) koji prikazuju znaajne razlike u N-glikomu

ukupnih plazmatskih proteina izmedu osoba koje su dozivjele recidiv fibrilacije atrija unutar

Sest mjeseci od zahvata. Horizontalna linija unutar kutija predstavlja medijan, gornji i donji rub

kutije omeduju interkvartilni raspon (IQR). Linije su produZzene do medijana najvise do

1,5xIQR dok su tockama predstavljena mjerenja koja od medijana odstupaju za vise od

1,5xIQR. Preuzeto i prilagodeno iz (130).
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3.4. Promjene u N-glikozilaciji ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a nakon zahvata

kateterske ablacije

Promjene u N-glikomima pacijenata uslijed zahvata kateterske ablacije ispitane su usporedujuci

glikome 106 pacijenata za koje su prikupljeni uzorci plazme prije zahvata i1 Sest mjeseci nakon

zahvata. Nisu primijecene statisticki znacajne promjene u N-glikomu plazme dok su u N-

glikomu IgG-a pronadene statisticki znacajne asocijacije za Cetiri izravno mjerena N-glikana.
IGP5 (B-koeficijent -0,108, p-vrijednost 0,002), IGP17 (A2G2S1) (B-koeficijent -0,086, p-
vrijednost 0,018), IGP20 (B-koeficijent -0,19, p-vrijednost 2x107®) i IGP21 (B-koeficijent -

0,172, p-vrijednost 2x10®) su pokazali nize vrijednosti nakon zahvata kateterske ablacije.

Statisticki parametri regresije za IgG N-glikane prikazani su u Tablici 12, dok su statisticki

znacajne razlike prikazane na Slici 10.

Tablica 12. Promjene IgG N-glikana Sest mjeseci nakon zahvata kateterske ablacije. Statistic¢ki

znacajne asocijacije su podebljane.

Prilagodena P-

Glikan B-koeficijent (95% CI)* P-vrijednost  vrijednost#
IGPO1 -0,017 (-0,101, 0,067) 0,6881 0,979
IGP02 -0,008 (-0,172, 0,156) 0,9237 0,979
IGP0O3 -0,036 (-0,093, 0,021) 0,213 0,717
IGP04 0,004 (-0,05, 0,058) 0,8751 0,979
IGPO05 -0,108 (-0,166, -0,05) 0,0003 0,002
IGP06 0,01 (-0,056, 0,075) 0,7726 0,979
IGP07 -0,013 (-0,15, 0,124) 0,8557 0,979
IGPO8 0,006 (-0,016, 0,028) 0,5796 0,979
IGP09 -0,005 (-0,043, 0,033) 0,7949 0,979
IGP10 0,013 (-0,041, 0,067) 0,6262 0,979
IGP11 -0,016 (-0,068, 0,036) 0,5358 0,979
IGP12 -0,014 (-0,153, 0,124) 0,8362 0,979
IGP13 -0,006 (-0,06, 0,048) 0,8324 0,979
IGP14 0,001 (-0,058, 0,06) 0,9681 0,979
IGP15 -0,01 (-0,061, 0,04) 0,6823 0,979
IGP16 -0,003 (-0,045, 0,038) 0,8693 0,979
IGP17 -0,086 (-0,143, -0,029) 0,0031 0,018
IGP18 -0,001 (-0,062, 0,059) 0,9642 0,979
IGP19 -0,029 (-0,088, 0,03) 0,3319 0,913
IGP20 -0,19 (-0,249, -0,13) 2x10” 2x108
IGP21 -0,172 (-0,227, -0,118) 2x10° 2x108
IGP22 -0,075 (-0,165, 0,015) 0,1024 0,501
IGP23 -0,025 (-0,11, 0,06) 0,5657 0,979
IGP24 -0,037 (-0,096, 0,023) 0,2235 0,717
GO 0,005 (-0,044, 0,053) 0,851 0,979
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Gl 0,004 (-0,011, 0,018) 0,632 0,979

G2 -0,001 (-0,056, 0,055) 0,9795 0,979
S -0,024 (-0,064, 0,016) 0,2378 0,717
B -0,001 (0,039, 0,037) 0,9694 0,979
CF 0,003 (-0,002, 0,008) 0,1893 0,717

* B-koeficijent predstavlja prirodni logaritam relativne promjene u vrijednosti N-glikana izmedu
dvije skupine korigiran na dob i spol.

# P-vrijednost je prilagodena koriste¢i Li-Ji metodu korekcije
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Slika 10. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) koji prikazuju znacajne razlike u N-glikomu IgG-
a izmedu prvog mjerenja N-glikoma neposredno prije zahvata i drugog mjerenja, 6 mjeseci
nakon zahvata. Horizontalna linija unutar kutija predstavlja medijan, gornji 1 donji rub kutije
omeduju interkvartilni raspon (IQR). Linije su produzene do medijana najvise do 1,5xIQR dok
su tockama predstavljena mjerenja koja od medijana odstupaju za viSe od 1,5xIQR. Preuzeto i

prilagodeno iz (130).

3.5. Povezanost N-glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a s CHA2DS>-VASc

procjenom rizika

Za sve pacijente s fibrilacijom atrija izraunata je vrijednost CHA2DS-VASc procjene rizika
od moZzdanog udara. Nisu pronadene znacajne asocijacije s N-glikomom ukupnih plazmatskih
proteina. IgG N-glikom pokazao je znacajnu povezanost s CHA>DS>-VASc procjenom rizika
na Sest izravno mjerenih glikanskih svojstava te Cetiri derivirana svojstva. Od izravno mjerenih
IgG N-glikana, IGP4 (FA2) i IGP6 (FA2B) pokazali su rastu¢i linearni trend, dok su IGPS§
(FA2[6]G1), IGP14 (FA2G2), IGP18 (FA2G2S1) 1 IGP23 (FA2G2S2) pokazali suprotan trend.

Kod deriviranih svojstava ra¢vaju¢i GIcNAc i1 agalagtozilacija su pokazale rastuci linearni

51



trend, dok su digalaktolizacija i sijalinizacija pokazale suprotan trend. Rezultati linearne

regresije prikazani su u Tablici 13. dok su znacajne asocijacije prikazane graficki na Slici 11.

Tablica 13. Povezanost IgG N-glikana s CHA>DS»-VASc procjenom rizika korigirana na dob i

spol. Statisticki znacajne asocijacije su podebljane.

Linearni B-koeficijent (95% P- Prilagodena P-
Glikan CI) vrijednost vrijednost#
IGPO1 -0,022 (-0,235, 0,191) 0,8382 0,696
IGP02 0,254 (-0,101, 0,61) 0,1597 0,17
IGPO3 0,036 (-0,098, 0,17) 0,5959 0,696
1GP04 0,179 (0,04, 0,319) 0,0118 0,044
IGPO5 -0,095 (-0,263, 0,074) 0,2678 0,243
IGP06 0,355 (0,201, 0,508) 1x103 1x104
IGPO7 0,044 (-0,254, 0,342) 0,7715 0,797
IGP0S8 -0,067 (-0,119, -0,015) 0,0123 0,034
IGP09 -0,079 (-0,17, 0,012) 0,0873 0,168
IGP10 0,141 (0,019, 0,263) 0,0242 0,062
IGP11 0,102 (-0,019, 0,222) 0,0976 0,174
IGP12 -0,055 (-0,369, 0,26) 0,7325 0,783
IGP13 -0,041 (-0,174, 0,091) 0,5377 0,617
IGP14 -0,213 (-0,352, -0,074) 0,0028 0,014
IGP15 -0,052 (-0,177, 0,072) 0,4073 0,504
IGP16 -0,047 (-0,155, 0,062) 0,396 0,504
IGP17 -0,076 (-0,216, 0,065) 0,2879 0,387
IGP18 -0,186 (-0,323, -0,048) 0,0086 0,029
IGP19 -0,136 (-0,286, 0,013) 0,0735 0,161
IGP20 -0,171 (-0,326, -0,017) 0,0302 0,071
IGP21 -0,121 (-0,277, 0,035) 0,1262 0,205
IGP22 -0,126 (-0,327, 0,076) 0,2195 0,323
IGP23 -0,275 (-0,475, -0,076) 0,007 0,027
IGP24 -0,129 (-0,275, 0,018) 0,0852 0,168
GO 0,214 (0,087, 0,341) 0,0011 0,011
Gl -0,031 (-0,069, 0,006) 0,1016 0,174
G2 -0,184 (-0,315, -0,053) 0,006 0,026
S -0,152 (-0,248, -0,055) 0,0023 0,013
B 0,132 (0,049, 0,215) 0,0019 0,013
CF 0,004 (-0,006, 0,014) 0,4579 0,545

# P-vrijednost je prilagodena koriste¢i Li-Ji metodu korekcije
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Slika 11. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) koji prikazuju znacajne linearne asocijacije N-

glikoma IgG-a i vrijednosti CHA2DS,-VASc procjene rizika. Horizontalna linija unutar kutija

predstavlja medijan, gornji i donji rub kutije omeduju interkvartilni raspon (IQR). Linije su

produzene do medijana najvise do 1,5xIQR dok su tockama predstavljena mjerenja koja od

medijana odstupaju za vise od 1,5xIQR. Preuzeto i prilagodeno iz (130).
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4. RASPRAVA



4.1. N-glikozilacija ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a pacijenata s fibrilacijom atrija u

odnosu na zdrave kontrole

N-glikom ukupnih plazmatskih proteina, kao 1 N-glikom IgG-a pokazao je statisticki znacajne
razlike kod pacijenata s fibrilacijom atrija u usporedbi s zdravim kontrolama. Dok su promjene
u N-glikozilaciji plazmatskih proteina bile suptilnije, kod IgG-a primije¢ene su opseznije
promjene Sto ukazuje na to da IgG nosi vecu koli¢inu informacija za razlikovanje zdravih osoba

od osoba koje boluju od fibrilacije atrija.

U N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina promjene su bile ograni¢ene na jednu
oligomanoznu glikansku strukturu, Man9, koja je bila zastupljenija u ukupnom glikomu
pacijenata s fibrilacijom atrija nego u zdravim kontrolama. IstraZivanje koje su proveli Cvetko
1 sur. pronaslo je da je Man9 povecan kod inzulinske rezistencije 1 Secerne bolesti tipa 2 u
odnosu na zdravu populaciju (34). To moze biti zbog zajednickih patofizioloskih mehanizama
fibrilacije atrija i dijabetesa buduci da je dijabetes poznati faktor rizika za razvoj fibrilacije atrija
(131). Man9 je oligomanozni glikan i smatra se da se u plazmi nalazi dominantno na
apolipoproteinu B-100 (ApoB-100) (24). Oligomanozne strukture, ukljucuju¢i Man9, su
takoder pronadene na N-glikanima Fab regije IgG-a te na C3 komponenti komplementa, koja
sadrzi isklju¢ivo oligomanozne glikane (47). Prisutnost povecanih razina oligomanoznih
glikana na vaskularnom endotelu je takoder povezano s upalnim odgovorom i smatra se da je
ukljueno u usmjeravanje leukocita na mjesto upale (132). Zbog relativne kvantifikacije N-
glikana ukupnih plazmatskih proteina, nije moguce razlikovati dolazi li do promjene u
zastupljenosti pojedinog glikana zbog promjena u sveukupnom procesu N-glikozilacije ili zbog
promjene u zastupljenosti pojedinog proteina u plazmi koji nosi glikan od interesa. IstraZivanje
o promjeni koncentracije ApoB u fibrilacija atrija pronaslo je da su pacijenti s fibrilacijom atrija
imali ukupno nize vrijednosti ApoB u odnosu na kontrole $to bi upuc¢ivalo na promjene N-
glikozilacije, a ne na promjene razine proteina u plazmi (133). Primije¢ena razlika u
zastupljenosti Man9 takoder moZe potjecati i s C3 komponente komplementa zbog upalnih
promjena koje mogu karakterizirati fibrilaciju atrija. Daljnja istraZivanja, orijentirana na
specifi€ne spomenute proteine, potrebna su kako bi se razjasnilo podrijetlo promjene opisane u

ovom istrazivanju.

OpseZnije promjene primije¢ene su u N-glikomu IgG-a. Pronadena je povecana zastupljenost
ManS5, FA2[3]G1 1 A2G2S2 glikanskih struktura te smanjena zastupljenost FA2B, FA2[6]BGl1
glikanskih struktura te deriviranog svojstva ra¢vaju¢eg GlcNAc-a kod pacijenata s fibrilacijom

atrija u odnosu na zdrave kontrole. Promjene u navedenim strukturama su prethodno pronadene
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u studijama glikozilacije IgG-a u razli¢itim patofizioloskim stanjima poput dijabetesa i
hipertenzije, za koje je poznato da doprinose patologiji fibrilacije atrija premda se neke od
asocijacija razlikuju od promjena koje su prethodno opisane. U navedenim stanjima opisan je
porast Man5 i1 A2G2S2 kao §to je pronadeno 1 u ovom istrazivanju, premda su u navedenim
studijama otkrivena povezanost i s drugi glikanima (134,135). Promjena koja je bila jedinstvena
za fibrilaciju atrija je smanjenje zastupljenosti struktura s rac¢vaju¢im GlcNAc-om, koja potjece
velikim dijelom od smanjenja zastupljenosti FA2B 1 FA2[6]BG1. Povecanje zastupljenosti
struktura s ra¢vaju¢im GIcNAc-om je Cesto opisano u istrazivanjima koje su promatrala
promjene N-glikozilacije IgG-a u upali, dijabetesu, kardiovaskularnoj bolesti i hipertenziji, $to
su sve stanja povezana s fibrilacijom atrija (68,134,135). Nadalje, povisene razine ra¢vajuceg
GlcNAc-a su povezane proupalnim promjenama IgG-a zbog pojacanog vezanja za FcyRIII
receptore i posljedi¢no povecanje u stani¢noj citotoksi¢nosti ovisnoj o protutijelima (engl.
antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) (136). Promjene FA2[3]G1 su takoder u
suprotnom smjeru od onih opisanih u dijabetesu i kardiovaskularnoj bolesti (68,69,135).
Gledaju¢i N-glikom IgG-a ukupno, proupalni IgG profil kojeg karakteriziraju smanjenje
galaktozilacije i sijalilnizacije nije opazen u fibrilaciji atrija. Primije¢ene promjene su
najsli¢nije promjenama u $ecernoj bolesti tipa 1 (SBT1) koje su opisane u istrazivanju koje su
proveli Rudman 1 sur. gdje je takoder pronadena povecana zastupljenost Man5, IGP20 i1
A2G28S2 uz ve¢ spomenutu razliku u promjeni zastupljenosti glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc-om
(135). Smatramo da se ove slicnosti s dijabetesom, koje su takoder primijecene 1 u plazmi, ne
mogu pripisati samo vecoj prevalenciji dijabetesa u grupi s fibrilacijom atrija u odnosu na
kontrolnu skupinu. Sama stopa dijabetesa u skupini s fibrilacijom atrija bila je 8% 1 usporediva
je s prevalencijom dijabetesa u opcoj hrvatskoj populaciji te je stoga za o€ekivati 1 usporediva

sa stopom u kontrolnoj skupini (137).

4.2. N-glikozilacija ukupnih plazmatskih proteina kao prediktor recidiva fibrilacije atrija

nakon kateterske ablacije

Nekoliko N-glikanskih struktura ukupnih plazmatskih proteina su bile zastupljenije kod
pacijenata koji su dozivjele recidiv fibrilacije atrija unutar Sest mjeseci od zahvata kateterske
ablacije. Znacajno razliite N-glikanske strukture ukljucuju FA2B, Man5, Man6, A2BG2,
A2BG2S1 te ukupne oligomanozne strukture. Uz navedene statisti€¢ki znacajne strukture,
ukupne strukture s ra¢vaju¢im GlcNAc-om te FA2[6]BG1 su takoder bile poviSene te su bile
nominalno statisticki znacajne, no asocijacija je bila iznad praga znacajnosti nakon korekcije

za viSestruka mjerenja $to moze biti zbog nedovoljne statisticke snage studije. Povecanje u
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plazmatskim strukturama s ra¢vaju¢im GlcNAc-om i oligomanoznim strukturama primije¢eno
je u prethodno spomenutoj studiji koja je usporedivala N-glikom plazme kod djece s SBT1 u
odnosu na zdravu bracu i sestre, gdje je pronaden porast istih struktura, FA2B, Man5 i Man6
(135). Kako bi otklonili moguénost da promjena dolazi zbog povecane zastupljenosti dijabetesa
u skupini koja je dozivjela recidiv fibrilacije atrija, konstruirali smo novi model, koji je dodatno
korigiran na prisutnost dijabetesa i hipertenzije. Hipertenzija je ukljuc¢ena, buduéi da je takoder
poznato da promjene u N-glikozilacij imaju asocijaciju s hipertenzijom. Asocijacije su ostale
znacCajne ¢ak 1 nakon korekcije na prisutnost navedenih stanja kao $to se moze vidjeti iz tablice
11. Povecanje zastupljenosti struktura s ra¢vaju¢im GlcNAc-om u N-glikomu plazme povezano
je s pro-upalnim glikanskim profilom. Takoder, kako je prethodno navedeno, oligomanozni
glikani su implicirani kod dijabetesa te osim toga i prisutni na C3 komponenti komplementa te
porast navedenih glikana mozZze biti i zbog porasta razine ovog proteina, §to moze sugerirati pro-
upalno stanje koje predodreduje pacijente za losije klinicke ishode. Osim C3 komponente
komplementa Man5 i Man6 u N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina najces$¢e potjecu s
imunoglobulina M (IgM), a Man5 manjim dijelom s IgG-a dok FA2B u dolazi gotovo isklju¢ivo
s IgG-a (24). Budu¢i da analizom IgG N-glikoma nisu utvrdene promjene u glikozilaciji IgG-a
porast navedenih struktura (Man5, FA2B) u N-glikomu plazme moze biti usljed porasta
koncentracije samog IgG-a u plazmi. Spomenuti proteini su vaZzan dio imunosnog sustava te
promjene u navedenim N-glikanima plazme mogu upucivati ili na promjenu razine navedenih
proteina ili na promjenu same glikozilacije. To je u skladu s prethodnim literaturnim saznanjima
koja su istrazivala CRP 1 ostale upalne biljege kao prediktore recidiva fibrilacije atrija nakon
kateterske ablacije 1 prona$le pozitivne asocijacije (138). Vazno je za primijetiti kako smo
iskljucili pacijente s akutnom upalom ili povisenim hsCRP-om, a ipak primijetili promjene koje
su konzistentne s upalnim stanjem, to¢nije povecanje glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc-om. Ovo
moze upucivati na to da su N-glikani ukupnih plazmatskih proteina relativno osjetljivi biljezi

upale i rekurencije fibrilacije atrija.

4.3. Promjene N-glikoma IgG-a uslijed zahvata kateterske ablacije

Promjene u koje smo primijetili Sest mjeseci nakon kateterske ablacije bile su znacajne samo u
IgG N-glikomu. Ove promjene sastojale su se od smanjenja zastupljenosti Man5, A2G2S1,
IGP20 1 A2G2S2. Zanimljivo je da smo u naSem istrazivanju primijetili povecanu zastupljenost
navedenih glikana u skupini s fibrilacijom atrija u odnosu na zdrave kontrole. Budu¢i da je rije¢
o korelacijskoj studiji, nije jasno jesu li ove promjene uzrokovane fibrilacijom atrija ili prethode

razvoju iste no ovo opazanje moze indicirati pomak N-glikoma prema ,,zdravom profilu §to bi
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znacilo da do tih promjena dolazi uslijed progresije same bolesti. Unato¢ tome razina promjene
bila je sli¢na kod pacijenata koji su dozivjeli recidiv i onih koji nisu, $to ne bi ocekivali ako je
zaista rije¢ o promjenama uzrokovanim fibrilacijom atrija. To moze biti zbog toga §to su cak i
pacijenti koji su dozivjeli recidiv unutar Sest mjeseci od zahvata imali odredeni period bez
prisutnosti bolesti, te smanjenu frekvenciju samih epizoda $to se odrazilo u glikomu IgG-a.
Kako bi se donio definitivni zakljucak, potrebna je replikacija opazenih promjena na veéem

broju uzoraka.

4.4. Povezanost N-glikoma IgG-a s CHA2DS2-VASc procjenom rizika od mozdanog udara

CHA>DS»-VASc je procjena rizika koja se izra¢unava na temelju prisutnosti nekoliko klinickih
faktora rizika za mozdani udar koji ukljucuju kongestivno zatajenje srca, hipertenziju, dob,
dijabetes, prethodni moZzdani udar ili tromboemboliju, vaskularne bolesti poput aortalnog plaka
ili infarkta miokarda te Zenski spol. Promjene u N-glikozilaciji su opisane u veéini ovih stanja
te stoga nije iznenadujuce da IgG N-glikozilacija u ovoj studiji pokazuje opsezne asocijacije s
CHA:DS>-VASc procjenom rizika. Nasi podaci pokazuju da je prisutan zbrajajuéi ucinak
prisutnosti razli¢itog broja faktora rizika na IgG N-glikom. Ve¢u CHA;DS>-VASc vrijednost
zbog prisutnost vise faktora rizika prati porast udjela agalktozirilanih 1 asijaliniziranih
glikanskih struktura te struktura s rac¢vaju¢im GlcNAc-om. FA2 i FA2B pokazuju rastuci
linearni trend, kakav je opisan primjerice u studiji koja je istrazivala povezanost glikozilacije
IgG-a s ASCVD procjenom rizika od kardiovaskularnih dogadaja. Takoder u istoj studiji
pronadena je povezanost navedenih glikana s aterosklerozom (67). Ostale strukture koje su
pokazale statistiCki znacajne asocijacije su imale padajuci linearni trend 1 spadaju u skupinu ili
sijaliniziranih struktura ili struktura s ra¢vaju¢im GlcNAcom, a uklju¢uju FA2[6]G1, FA2G2,
FA2G2S1 1 FA2G2S2. Smatra se da sijalinizacija IgG-a igra klju¢nu ulogu u promjeni IgG-a iz
proupalnog u protuupalni oblik modulacijom vezanja IgG-a za aktivirajuée Fc receptore.
Prethodna istraZivanja pronasla su da sijalinizirane glikoforme misjeg IgG-a imaju smanjeni
afinitet za aktivirajuce FcyRIIl i FcyRIV receptore (59). Buduéi da je terminalna galaktoza
potrebna za adiciju sijalinske kiseline na glikan, smanjena galaktozilacija rezultira i smanjenom
sijalinizacijom. Smanjena galaktozilacija sama po sebi je odgovorna za povecano vezanje za
lektin koji veZze manozu (engl. mannose binding lectin, MBL) zbog vece stericke dostupnosti
manoznih jedinica u srzi glikanske strukture. MBL je klju¢ni protein u aktivaciji komplementa
lektinskim putem. U istraZivanjima glikozilacije IgG-a u reumatoidnom artritisu pokazalo se da

agalaktozilacija IgG-a dovodi do aktivacije komplementa manoznim putem (139). Poveéana
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galatkozilacija IgG-a takoder potice kooperativno signaliziranje FcyRIlIb s dektinon-1 te tako

suprimira proupalno signaliziranje C5aR i CXCR2 putova (140).

Premda su neke od promjena u N-glikozilacijiskim uzorcima fibrilacije atrija zajednicke s
drugim bolestima povezanim s fibrilacijom atrija, primjerice dijabetesom, fibrilacija atrija u
globalu pokazuje jedinstveni N-glikanski potpis u kojem smanjenje zastupljenosti struktura s
ra¢vaju¢im GlcNAc-om i porast FA2[3]G1 pokazuju odmak od promjena primije¢enih u
aterosklerotskim kardiovaskularnim bolestima ili dijabetesu. To otvara prostor za potencijalno
koristenje IgG N-glikana kao alata za rano otkrivanje fibrilacije atrija, temeljeno na N-
glikanskim biljezima, no studije na ve¢im populacijama su potrebne kako bi se taj potencijal
dodatno ispitao. Razlike u N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina povezane s recidivom
fibrilacije atrija nakon zahvata kateterske ablacije su primijeCene i mogu predstavljati
povecanje u odredenim upalnim proteinima poput C3 komplemente komplementa ili prisutnost
upalnog odgovora opcenito. Smatramo da je ovo prvi korak u istrazivanju potencijala glikana,
mozda u kombinaciji s drugim biljezima, kao prediktora recidiva fibrilacije atrija nakon
kateterske ablacije. Budu¢i da je ovo relativno mala studija, saznanja iz ove studije trebaju biti
replicirana u ve¢im kohortnim istraZzivanjima kako bi se mogao sagraditi prediktivni glikanski
model. Naposlijetku, povezanost IgG N-glikoma s CHA>DS>-VASc procjenom rizika od
mozdanog udara moZzda nije iznenadujuca, ali jo§ jednom potvrduje opsezne promjene IgG N-

glikozilacije u razli¢itim bolestima s podleze¢om upalnom patologijom.
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5. ZAKLJUCCI



Ovim istrazivanjem su po prvi puta istrazene promjene u N-glikozilaciji ukupnih plazmatskih
proteina i IgG-a u fibrilaciji atrija te su dodatno istrazene promjene uslijed zahvata kateterske
ablacije i ispitan diskriminativni potencijal N-glikana u predikciji recidiva fibrilacije atrija

nakon kateterske ablacije.

Razlike u N-glikozilaciji izmedu pacijenata s fibrilacijom atrija i kardioloski zdravih kontrola
primijec¢ene su u N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina kao i u N-glikomu IgG-a. Promjene
su opseznije na glikanima IgG-a. Analiziraju¢i glikane ukupnih plazmatskih proteina pronadena
je povecana zastupljenost oligomanozne strukture Man9 kod pacijenata oboljelih od fibrilacije
atrija u odnosu na zdrave kontrole. U IgG N-glikomu kod pacijenata s fibrilacijom atrija
pronadena je manja zastupljenost glikanskih struktura s ra¢vaju¢im GlcNAc-om FA2B i
FA2[6]BG1 te povecana zastupljenost Man5, FA2[3]G1 i A2G2S2 te IGP20. Smanjenje
struktura s ra¢vaju¢im GlcNAc-om odstupa od promjena u stanjima povezanim s fibrilacijom
atrija te stoga kao jedinstvena promjena ima potencijal biti dijagnosticki biljeg za §to bi bila
potrebna replikacija ovdje navedenih rezultata na ve¢em broju uzoraka kako bi se omogucilo

konstruiranje diskriminativnog modela.

Osobe koje su dozivjele recidiv fibrilacije atrija unutar Sest mjeseci od zahvata kateterske
ablacije pokazale su promijene u N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina dok promjene nisu
zamijecene u N-glikomu IgG-a. Promjene obuhvacaju povecanu zastupljenost nekoliko
prvenstveno oligomanoznih struktura 1 struktura s racvaju¢im GlcNAc-om kod osoba koje su
dozivjele recidiv. Glikanske strukture ukupnih plazmatskih proteina za koje je utvrdena

statisti¢ki znacajna razlika ukljuc¢uju: Man5, Man6, FA2B, A2BG2 i A2BG2S1.

Usporedujuéi pred- i post-operativne N-glikome pacijenata podvrgnutih zahvatu kateterske
ablacije pronadene su promjene u N-glikomu IgG-a dok nijedna statisticki znacajna promjena
nije utvrdena u N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina. Strukture koje su pokazale smanjenje
uslijed zahvata kateterske ablacije su Man5, A2G2S1, A2G2S2 te IGP20 ¢ija to¢na struktura
nije utvrdena. Razlike na Man5, A2G2S2 i IGP20 su prethodno utvrdene izmedu zdravih

kontrola 1 pacijenata s fibrilacijom atrija, te smanjenje navedenih struktura nakon zahvata
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ukazuje na promjene u smjeru IgG N-glikoma zdravih kontrola. Navedene promjene

primijeéene su neovisno o recidivu fibrilacije atrija unutar Sest mjeseci od zahvata.

N-glikani IgG-a pokazali su opseznu korelaciju s CHA2DS>-VASc procjenom rizika od
mozdanog udara dok korelacija nije ustanovljena s N-glikomom ukupnih plazmatskih proteina.
Statisticki znacajan rastudi linearni trend zabiljeZen je za FA2, FA2B, agalaktozilaciju i1 udio
struktura s ra¢vaju¢im GIcNAc-om dok je padaju¢i linearni trend utvrden za FA2[6]G1, FA2G2,
FA2G2S1, FA2G2S2, digalaktozilaciju i sijalinizaciju. Promjene su konzistentne s prethodnim
saznanjima o promjenama glikozilacije IgG-a u stanjima poput dijabetesa i kardiovaskularnih
bolesti, upalnih stanja i starenja gdje je poznato da proupalni IgG profil karakterizira smanjenje
galaktozilacije 1 sijalinizacije. Pokazan je aditivni efekt faktora rizika koji sacinjavaju
CHA:DS>-VASc gdje se s porastom CHA2DS>-VASc vrijednosti N-glikanski profil IgG-a

pomice sve vise prema proupalnom fenotipu.
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SAZETAK
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SUMMARY

Atrial fibrillation is a disease with a complex pathophysiology whose onset and persistence are caused not only by
irregular electric signalling, but also the development of changes in the heart muscle itself which form the substrate
that is susceptible to disease progression. Changes such as interstitial fibrosis and the accumulation of epicardial
adipose tissue are caused by a local inflammatory response and also support further inflammation. N-glycans of
total plasma proteins and immunoglobulin G (IgG) have been shown to be biomarkers for many diseases,
especially those with pronounced inflammatory or metabolic components such as diabetes, hypertension and
cardiovascular diseases. These conditions are also risk factors for atrial fibrillation and are therefore potentially
connected to the development and progression of the atrial fibrillation. Important role of plasma protein N-
glycosylation and IgG specifically in the inflammatory response, as well as the aforementioned association with
atrial fibrillation risk factors warrant the study of N-glycosylation of total plasma proteins and IgG in atrial
fibrillation. To assess potential changes in N-glycosylation we analysed IgG and total plasma protein N-glycomes
of 172 patients with atrial fibrillation and compared them to the glycomes of 54 healthy controls. Patients also
underwent catheter ablation and samples were collected in two timepoints, first immediately before the procedure,
and the second after the six-month follow-up during which time the patients were monitored for recurrence of
atrial fibrillation. N-glycosylation analysis was performed using a high-throughput ultra-high performance liquid
chromatography method. One oligomannose plasma N-glycan and six IgG N-glycans showed statistically
significant differences between patient and control groups. Changes were more extensive in IgG and the changes
specific to atrial fibrillation were the decreased levels of bisecting structures. Also, four plasma N-glycans, mainly
oligomannose structures were associated with recurrence of atrial fibrillation during the six-month period. IgG N-
glycome also extensively correlated with the CHA,DS,-VASc risk score for stroke wherein a increase in risk score
was followed by a greater shift towards the proinflammatory IgG glycan profile. This was the first study that
compared patients with atrial fibrillation and healthy controls and the findings provide a basis for further glycomic
studies of atrial fibrillation.
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