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1. UVOD

1.1. Varfarin

Varfarin je najstariji i najkoriSteniji antikoagulacijski lijek. Povijest njegovog otkri¢a seze u
1920. godinu kada je masovni pomor stoke u SAD-u i Kanadi pripisan sto¢noj hrani koja je
sadrzavala nedovoljno osuseni zuti kokotac (Melilotus officinalis) koji sadrzi kumarin - spoj
kojeg plijesni oksidacijom prevode u dikumarol, koji pokazuje antikoagulacijsko djelovanje
zbog kojeg je kod stoke, koja se hranila tim sijenom, izazvano fatalno unutarnje krvarenje
(Wardrop i Keeling, 2008). Po uzoru na dikumarol, 1948. godine je sintetiziran varfarin -
kumarinski derivat molekulske formule C19H1604. Registriran je 1952. godine kao rodenticid
(Stakorski otrov), a potom ga je 1954. godine Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (FDA)
odobrila za upotrebu kod ljudi. Varfarin se najcesc¢e dozivotno koristi za prevenciju sistemskih
embolija u pacijenata s atrijskom fibrilacijom, boles¢u srcanih zalistaka ili s umjetnim sré¢anim
zaliscima. Koristi se takoder za terapiju i prevenciju duboke venske tromboze i plué¢ne embolije
te sekundarnu prevenciju tromboembolijskih komplikacija od kojih su najées¢i mozdani udar
sistemska embolija nakon infarkta miokarda (http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-
lijekova/Martefarin-3-mg-tablete/14513/).

1.1.1. Farmakodinamika i farmakokinetika
Varfarin uzrokuje depleciju aktivnog oblika vitamina K kompetitivnom inhibicijom enzima
vitamin K epoksid reduktaza kompleks 1 (VKORCT1) blokirajuci pretvorbu oksidiranog oblika
vitamina K u reducirani oblik vitamina K koji je esencijalni kofaktor u procesu aktivacije
faktora koagulacije u jetri (Slika 1). Aktivacija faktora koagulacije ostvaruje se 1v-
karboksilacijom njihovih glutamatnih ostataka, a faktori kojima je nuzna dostupnost vitamina
K za aktivaciju su: protrombin, faktori Il, VII, IX, X i u manjoj mjeri protein C i protein S.

Varfarin na taj nacin uzrokuje stvaranje bioloski inaktivnih koagulacijskih faktora.

Varfarin je racemi¢na smjesa (S)-varfarina i (R)-varfarina pri ¢emu je S-varfarin 2-5 puta
potentniji od (R)-enantiomera s obzirom na antikoagulacijski ucinak. Lijek se potpuno i brzo
apsorbira, a ¢ak 98-99 % varfarina vezano je za proteine plazme zbog ¢ega ima mali volumen
raspodjele. Potpuni terapijski ucinak varfarina ostvaruje se tek nakon 5-7 dana pa je zbog toga

pri akutnoj tromboembolijskoj komplikaciji (pluéna embolija ili duboka venska tromboza)



potrebno u tom periodu davati i parentaralni antikoagulans (Turpie i sur., 2002). Varfarin se
gotovo potpuno eliminira metabolizmom u jetri do inaktivnih metabolita. (R)-varfarin se
najviSe metabolizira putem CYP1Al, CYP1A2, CYP3A4 i karbonil reduktaze, dok je (S)-
varfarin gotovo potpuno metaboliziran putem polimorfnog enzima CYP2C9

(http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Martefarin-3-mg-tablete/14513/).
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Slika 1. Mehanizam djelovanja varfarina (prilagodeno prema: Brunton i sur., 2011)

1.1.2. INR i doziranje
Da bismo smanjili proces zgruSavanja na siguran i efikasan nacin potrebno je djelovanje
varfarina provjeravati pra¢enjem laboratorijskih parametara koagulacije i posti¢i koncentraciju
lijeka koja ¢e odrzavati proces zgrusavanja na ispravnoj razini. Biokemijska veli¢ina koju
koristimo kao mjeru za evaluiranje ucinkovitosti varfarina naziva se protrombinsko vrijeme
(PV). Ono je definirano kao vrijeme potrebno da dode do zgrusavanja u plazmi, odnosno
vrijeme potrebno da se uz dodatak tromboplastinskog reagensa protrombin pretvori u trombin.
Medutim, terapijski raspon za oralnu antikoagulacijsku terapiju se ne definira protrombinskim
vremenom, ve¢ Vrijednostima medunarodnog normaliziraju¢eg omjera (eng. The international

normalised ratio, INR) koji se ratuna pomocu sljedeée formule:



ISI
p Vuzorak )

P Vnormalan

INR=(

INR predstavlja omjer izmjerenog protrombinskog vremena pacijenta i srednje vrijednosti
protrombinskog vremena referentne plazme (Katzung i sur., 2012). Omjer je potenciran
faktorom ISI - medunarodnin indeksom senzitivnosti (eng. The international sensitivity index).
Medunarodni indeks senzitivnosti je veli¢ina koja opisuje osjetljivost tromboplastinskog
reagensa, pri ¢emu je ISI za referentni reagens, s kojim se ostali reagensi usporeduju, jednak
1.0. Zbog navedene varijabilonsti tromboplastina koji se koristi za mjerenje protrombinskog
vremena INR podlijeze standardizaciji. Ciljne vrijednosti INR-a variraju ovisno o indikaciji za
koju je varfarin propisan. Preporucene vrijednosti INR-a za profilaksu i terapiju
tromboembolijskih bolesti su izmedu 2.0 i 3.0 dok pacijenti s umjetnim sré¢anim zaliscima imaju
povetani rizik od tromboze pa je za njih preporuéen raspon 2.5-3.5
(http://www.halmed.hr/Lijekovi/Baza-lijekova/Martefarin-3-mg-tablete/14513/). Terapija
varfarinom se najces¢e zapocinje standardnom dozom od 5-10 miligrama na dan, a mjerenja
vrijednosti INR-a provode se svaki dan sve dok se ne postigne stabilna ciljna razina, za §to je
obi¢no potrebno 5 do 6 dana od pocetka lije¢enja (Katzung i sur., 2012; Eckhoff i sur., 2004).
Ukoliko nakon uspostave ciljnih vrijednosti INR-a nema vidljivih simptoma odstupanja od

terapijskog raspona, predlaze se mjerenje svakih 4 - 6 tjedana.

Stabilne doze za postizanje ciljanog INR-a mogu varirati izmedu 1 i 20 mg varfarina po danu.
Taj ucestali proces prilagodavanja adekvatne doze mozZe potrajati tjednima, a za to vrijeme

pacijenti su izlozeni povec¢anom riziku od krvarenja ili stvaranja ugruska (Johnson i sur., 2011).

S obzirom na navedenu problematiku, u danaSnje vrijeme lijecnici sve ¢eS€e propisuju nove
oralne antiokoagulanse (dabigatran, rivaroksaban 1 apiksaban) jer oni ne zahtijevaju pracenje
vrijednosti INR-a (Loo i sur., 2017). Ostale terapijske prednosti NOAK-a u odnosu na varfarin
su: predvidljiva farmakokinetika, veci terapijski raspon, brzi nastup djelovanja i manji broj
interakcija s lijekovima i hranom. Ipak, u nekim situacijama je varfarin lijek izbora (Mekaj i
sur., 2015). Najvazniji faktor zbog kojeg se varfarin i dalje ucestalo propisuje u Hrvatskoj je
njegova cijena. Budu¢i da se NOAK-i nalaze na dopunskoj listi lijekova za ve¢inu indikacija,
potrebno je nadoplacivanje od strane pacijenata, a to si neki pacijenti ne mogu priustiti. S druge
strane varfarin je na osnovnoj listi lijekova §to znaci da punu cijenu placéa HZZO (Hrvatski

zavod za zdravstveno osiguranje).



1.1.3. Polimorfizam gena VKORC1 i CYP2C9
Buduc¢i da je velik dio populacije i dalje na terapiji varfarinom, razvijaju su se nove metode
koje omogucuju brze i preciznije postizanje njegovih terapijskih koncentracija. CYP2C9 je
enzim iz superporodice citokroma P450 koji je primarni metabolizator (S)-varfarina. Gen koji
kodira CYP2C9 ima 30 poznatih alelnih varijanti od kojih su najznacanije CYP2C9*1,
CYP2C9*2 i CYP2C9*3. Navedeni aleli se razlikuju zbog polimorfizma jednog nukleotida
(SNP - single nucleotide polymophism). Osobe koje su homozigoti za CYP2C9*1 alel imaju
fenotip ,,normalnog metabolizatora”. S druge strane, oni (vrijedi za ljude europskog porijekla)
koji imaju alelne varijante CYP2C9*2 i CYP2C9*3 pokazuju 30-40, odnosno 80-90 posto
slabiji metabolizam (S)-varfarina. Pacijenti koji su naslijedili jednu ili dvije kopije CYP2C9*2
ili CYP2C9*3 alela, u odnosu na one koji su homozigoti za CYP2C9*1, imaju znatno ve¢éi rizik
od nuspojava povezanih s krvarenjem tijekom terapije varfarinom te zahtijevaju manju dozu za
postizanje istog antikoagulacijskog uc¢inka. Takoder, potrebno im je vise vremena da postignu

ciljne vrijednosti INR-a (Johnson i sur., 2011).

Uz CYP2C9, u farmakogenomski test ulazi i gen VKORCL koji kodira protein vitamin K-
epoksid reduktazu kompleks 1 - enzim kojeg inhibira varfarin. Najucestaliji polimorfizam
VKORC1 gena je mutacija gvanina u adenin na lokusu 1639 (1639G>A). Polimorfizam se
dogada u promotorskoj regiji gena VKORC1 te se zbog toga mijenja vezno mjesto
transkripcijskog faktora. Posljedi¢no dolazi do slabije ekspresije proteina, odnosno smanjene
sinteze enzima VKORC1. Ovaj se polimorfizam takoder povezuje s pove¢anom osjetljivoscu
na varfarin i stoga su u tom sluéaju potrebne manje doze odrzavanja terapijskih koncentracija.
Dakle, pacijenti koji imaju barem jednu kopiju ,,A” alela na 1639 lokusu zahtjevaju manju

inicijalnu dozu u usporedbi s pacijentima koji su homozigoti za ,,G” (Dean, 2012).

2010. godine Americka agencija za hranu i lijekove dodala je u sazetak opisa svojstava lijeka
(Tablica 1) preporuku o inicijalnom doziranju varfarina za pacijente s odredenim genotipskim

kombinacijama, navodeci kako one mogu biti korisne u odredivanju optimalne doze za lijeCenje

(Johnson i sur., 2011).



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

Tablica 1. Preporucene dnevne doze varfarina u miligramima za postizanje terapijskog INR-a
za pacijente s odredenim polimorfizmima enzima CYP2C9 i VKORCI (prilagodeno prema:

Johnson i sur., 2011)

2018. godine provedena je meta analiza 18 randomiziranih kontroliranih studija koje su
usporedivale u¢inkovitost i sigurnost farmakogenomski vodene terapije i konvencionalne
strategije doziranja varfarina. Ukupno 2626 genotipiziranih pacijenata (63,3 + 5,8 godina
starosti; 46% muskarci) i 2604 pacijenata koji su bili na konvencionalnom rezimu doziranja
(64,7 £ 6,1 godina; 46% muskarci) praceni su tijekom 64 dana. Usporedujuci s konvencionalnin
na¢inom doziranja varfarina, doziranje temeljeno na genotipizaciji je znacajno skratilo vrijeme
postizanja stabilnog INR-a. Doziranje kojem je prethodilo testiranje na genski polimorfizam je
povecalo vrijeme provedeno u terapijskom rasponu i smanjilo pojavu prekomjernog
antikoagulacijskog u¢inka, a time i glavnu nuspojavu - Krvarenje. Medu dvjema grupama nije

pronadena nikakva razlika u mortalitetu i tromboembolickim dogadajima (Tse i sur., 2018).

Najveca diskrepancija predvidene 1 potrebne terapijske doze varfarina o€ituje se kod pacijenata
koji zahtijevaju jako male ili jako velike doze (Slika 2). Klein i suradnici su proveli
prospektivno kohortno istrazivanje na uzorku od 5052 pacijenta sa stabilnim vrijednostima
INR-a koji su bili podjeljeni u dvije kohorte. U validacijskoj kohorti, farmakogenomski
algoritam je u odnosu na klinicki to¢no predvidio dozu vec¢em postotku pacijenata koji su tjedno
tro$ili manje od 21 mg varfarina (49.4% naprama 33.3%, P<0.001). U skupini pacijenata koji
su tro§ili izmedu 21 i1 49 mg varfarina tjedno, predvidanje doze je bilo skoro jednako to¢no. U
skupini pacijenata koji su trosili viSe od 49 mg tjedno farmakogenomski algoritam predvidanja
je u odnosu na klini¢ki to¢no predvidio doze veéem broju pacijanata (24.8% naprama 7.2%,
P<0.001). Vidljivo je da farmakogenomski testovi znac¢ajno poboljsavaju predvidanje doze za

pacijente koji zahtijevaju jako velike i jako male doze varfarina (Klein i sur., 2009).
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Slika 2. Usporedba triju pristupa predvidanja inicijalne doze varfarina (prilagodeno prema:
Klein i sur., 2009)

1.2. Glikozilacija

Glikozilacija je kompleksan, enzimski, kotranslacijski i posttranslacijski proces vezanja jednog
ili viSe slozenih ugljikohidratnih lanaca (glikana) na proteine, lipide ili druge organske
molekule. Ona se dogada u svim domenama zivota od arhebakterija i eubakterija do eukariota
(Spiro, 2002). Glikani, zajedno s polipeptidnom okosnicom, doprinose strukturnoj i
funkcionalnoj raznolikosti proteina; oni utjeCu na fizikalna svojstva proteina kao §to su:
topljivost, stabilnost i konformacija. Nasuprot polipeptidima, koji su definirani sekvencom
nukleotida odgovarajuceg gena, glikani su odredeni kompleksnom dinami¢kom interakcijom
tisu¢a enzima i njihovih supstrata, transkripcijskih faktora, ionskih kanala i brojnih okoli$nih
¢imbenika. Zbog velikog opsega u varijacijama vrsta ugljikohidrata, medu-Secernih
povezivanja (anomerna konfiguracija, mjesto grananja) zajedno s visestrukim potencijalnim

mjestima glikozilacije na proteinu, kompleksnost glikoma nadilazi kompleksnost genoma za



nekoliko redova veli¢ine (Kristi¢ i Lauc, 2017). Mnogi glikani plazmatskih glikoproteina su
identificirani kao potencijalni markeri za karcinom te bi se mogli koristiti u dijagnosticke i
terapijske svrhe. Nadalje, populacijske studije ukazuju na velike interindividualne razlike u
varijabilnosti glikozilacije proteina, a te se razlike povezuju s predispozicijama za razvoj
bolesti, prognozom bolesti i odgovorom na terapiju. Promjenjena glikozilacija je zabiljeZzena u
mnogim bolestima ukljucuju¢i rak, dijabetes, autoimune, upalne, infektivne i
neurodegenerativne bolesti. Zbog kemijske i bioloske kompleksnosti glikana, znanstvena
spoznaja 0 njima zaostaje za znanjem 0 genima i proteinima. Upravo zato se interes za

istrazivanjem u podrucju glikomike rapidno povecava (Kristi¢ i Lauc, 2017).

Glikozilirani proteini se uglavnom izlu¢uju van stanice ili su smje$teni na stani¢noj povrsini.
Osim §to sluze kao mjesta prepoznavanja u medustaniénim reakcijama, vaZna uloga
ugljikohidratnin lanaca je smatanje proteina u endoplazmatskom retikulumu i njihovo
usmjeravanje u odgovarajuce Stani¢ne odjeljke (Cooper i Hausman, 2010). Jedna od osnovnih
uloga glikozilacije u smatanju i sortiranju proteina jest obiljezavanje nepravilno i nepotpuno
smotanih proteina prilikom procesiranja glikana u endoplazmatskom retikulumu. Obiljezeni
proteini se vezu za kalneksin i kalretikulin - glikoproteine koji potpomazu pravilno smatanje
novosintetiziranih glikoproteina u endoplazmatskom retikulumu (Lamriben i sur., 2016). Za
medustani¢no prepoznavanje kljucni su glikan-vezujuéi proteini - proteini staniéne membrane
koji specificno prepoznaju povrsinske glikane s drugih stanica. Najpoznatija skupina takvih
glikoproteina su lektini, a prepoznavanje glikana lektinima temelji se na specifi¢nim
interakcijama koje se ostvaruju domenom koja veze ugljikohidrate. Ovakve glikan - lektin
interakcije su vazne za mnoge bioloske procese, ukljucujuci stani¢nu adheziju (spajanje
spermija i jajne stanice) i migraciju stanica (prijenos L-selektina u upaljeno tkivo), vezanje
patogena (hemaglutinin - glikoprotein ovojnice virusa influence koji prepoznaje sijalinsku
kiselinu na stanicama domacina), kao i razlikovanje nasih od stranih stanica (Kristi¢ i Lauc,
2017).



1.3. Glikani

Vezanje glikana na proteine odvija se posttranslacijski ili kotranslacijski u endoplazmatskom
retikulumu ili Golgijevom tijelu. Pritom su glikani na protein vezani N- ili O-glikozidnom

vezom (Slika 3).

N-vezani glikani nastaju stvaranjem N-glikozidne veze izmedu kisikovog atoma N-
acetilglukozamina i asparaginskog (Asn) amidnog dusika u proteinu. Asparagin na koji se veze
glikan je dio aminokiselinskog slijeda Asn-X-Ser ili Asn-X-Thr, pri cemu X moze biti bilo koja
od aminokiselina, osim prolina. Prisutnost aminokiselinske sekvence Asn-X-Ser/Thr je nuzan,
ali ne i dovoljan uvjet za prijenos N-glikana zbog konformacijskih ili drugih ograni¢enja
prilikom smatanja proteina, Takoder, ako aminokiselina X posjeduje kiselu skupinu (aspartat

ili glutamat) afinitet za glikozilaciju na tom mjestu je smanjen.

O-vezani glikani vezu se O-glikozidnom vezom najce$c¢e na kisikov atom serina ili treonina
preko N-acetilgalaktozamina ili mnogo rjede preko N-acetilglukozamina, manoze ili fukoze.
Nasuprot N-glikozilaciji, ponavljajuc¢i obrazac za adiciju N-acetilgalaktozamina na proteine
nije pronaden, iako neki predvidajuci algoritmi postoje (Brockhausen i sur., 2009). O-vezani
glikani su kratki - najces¢e sadrzavaju 1-4 Secerna ostatka, dok tipi¢ni N-vezani glikani imaju
nekoliko grana, koje najéesc¢e zavrSavaju negativno nabijenom sijalinskom kiselinom (Lodish i

sur., 2000).

(N-veza) (O-veza)

Slika 3. Prikaz N-vezanih i O-vezanih glikana (Cooper i Hausman, 2010)

Biosinteza svih N-vezanih glikana zapocinje u hrapavom endoplazmatskom retikulumu
dodavanjem velikog polisaharidnom prekursora koji je vezan pirofosfatnim ostatkom za dolikol

- dugolancani poliizoprenoidni lipid, koji je ¢vrsto ugraden u membranu endoplazmatskog



retikuluma i sluzi kao nosa¢ oligosaharida. Taj oligosaharid se stvara na membrani
endoplazmatskog retikuluma u nizu reakcija kataliziranih enzimima koji se nalaze na citosolnoj
i luminalnoj strani membrane hrapavog endoplazmatskog retikuluma, a kompleks dolikol
pirofosfata s oligosaharida je okrenut prema lumenu endoplazmatskog retikuluma. Struktura
ovog oligosaharidnog prekursora je ista u biljaka, Zivotinja, jednostani¢nih eukariota; sastoji se
od triju glukoznih ostataka, devet manoznih ostataka i dva N-acetilglukozamina -
GlcsMang(GIcNAC),. Oligosaharid GlcsMang(GIcNAC), se prenosi s dolikolnog nosaca na
asparaginski ostatak rastu¢eg proteina uz kataliticko djelovanje enzima oligosaharid transferaze
(Lodish i sur., 2000). U trima odvojenim reakcijama, odmah nakon prijenosa oligosaharida na
nascentni polipeptid, sva tri glukozna i jedan manozni ostatak se uklanjaju trima razli¢itim
enzimima (Slika 4). Tri glukozna ostatka, koji se zadnji dodaju u sintezi
(Glc)s(Man)o(GIcNAC)2 najvjerojatnije sluze kao signal da je oligosaharid dovrSen i spreman
za transfer na protein. U lumenu endoplazmatskog retikuluma nalaze se i glukoziltransferaze
koje vracaju po jedan glukozni ostatak na preostali oligosaharid. Ovaj enzim ne glukozilira
nativne, ve¢ nepravilno smotane glikoproteine. Endoplazmatski retikulum takoder sadrzava dva
povezana lektina - membranski vezani kalneksin i luminalni kalretikulin, koji se selektivno
vezu na reglukozilirane gilkoproteine i sprjeCavaju smatanje obliznjih aminokiselinskih
slijedova. Ponekad se proteini spontano disociraju s kalneksina ili kalretikulina te se zatim
deglukoziliraju. Ako se nakon toga uspiju pravilno smotati oni nastavljaju svoj put prema
Golgijevom kompleksu. Tako kalneksin i kalretikulin sprje¢avaju prerano smatanje segmenata
novonastalog proteina, a nepravilno smotane proteine zadrzavaju u endoplazmatskom
retikulumu. Takvim proteinima, koji se ne mogu pravilno smotati, uklanjaju se i manozni ostaci
te se Salju natrag u citosol na ubikvitiniranje i degradaciju u proteasomu (Cooper i Hausman,

2010).

Dol =Dolikol ® = Manoza
® = N-acetilglukozamin A = Glukoza
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Slika 4. Reakcije kojima se modificiraju N-vezani glikani u endoplazmatskom retikulumu

(prilagodeno prema: Lodish i sur., 2000)



Novonastali proteini koji prolaze kroz N-glikozilaciju u endoplazmatskom retikulumu ulaze u
Golgijev kompleks sadrzavajuéi jedan ili vise Mang(GIcNAC)2 oligosaharidnih lanaca. Golgijev
kompleks sadrzi tri razlicita dijela - cis, medijalne i trans cisterne od kojih svaka sadrzi set
razli¢itih enzima za modifikaciju sekretornih i membraniskih proteina. Nakon uklanjanja triju
manoznih ostataka (Slika 5) u cis-Golgiju (reakcija 1), protein odlazi u medijalni-Golgi, gdje
se u reakciju dodaje UDP-N-acetilglukozamin (reakcija 2). Zatim se uklanjaju dva manozna
ostatka (reakcija 3.) te dodaju jo§ dva UDP-N-acetilglukozamina (reakcija 4) i GDP-fukoza
(reakcija 5). Procesuiranje se zavrSava u trans-Golgiju katalitickim dodavanjem triju UDP-
galaktoza (reakcija 6) te vezanjem po jedne CMP-N-acetilneuraminske kiseline na svaki
galaktozni ostatak (reakcija 7). Varijacije u strukturi N-vezanih glikana se dogadaju kao rezultat
razlika u procesuiranju glikana u endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom kompleksu. U
nekim slucajevima se reakcija 1 ili reakcija 2 ne¢e dogoditi zbog stericke nedostupnosti N-
vezanog oligosaharida u odnosu na enzime koji kataliziraju ove reakcije. Posljedi¢no se daljnje
modifikacije glikana ne¢e odviti buduci da supstrat sljedeceg enzima ne nastaje. Tako nastali
glikoproteini sadrze manozom bogati oligosaharid, umjesto kompleksnog oligosaharida koji bi

nastao u reakcijskom putu na slici 6.

y Transport vezikula iz
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Slika 5. Reakcije kojima se modificiraju N-glikani u Golgijevom tijelu (prilagodeno prema:
Lodish i sur., 2000)

10



1.3.1. Tipovi N-vezanih glikana
N-vezani glikani egzistiraju u raznim oblicima, ali ih generalno mozemo podijeliti u tri
kategorije ovisno o vrsti Se€ernih jedinica od kojih su gradeni. Sve tri skupine imaju zajednicku
srz na koju se vezu drugi Seceri, a sastoji se od dvaju N-acetilglukozamina, koji su povezani
B1-glikozidnom vezom na amidni dusik asparagina u proteinu i na njih vezane tri manoze. Tri
osnovna tipa N-vezanih glikana su: oligomanozni, kompleksni i hibridni (Stanley i sur., 2009,
Slika 6) Oligomanozni tip sadrzi isklju¢ivo manoze vezane na osnovnu glikansku strukturu.
Kompleksni tipovi sadrze antene sastavljene od N-acetilglukozamina, galaktoze i N-
acetilneuraminske kiseline. Hibridni tipovi su kombinacije prethodnijh dvaju: na jednoj grani
se na manozu dodaju jo§ dvije manoze, a na drugoj grani N-acetilglukozamin, galaktoza i N-

acetilneuraminska kiselina.

o3 (+73)

B/ pepeg

[673)
B4
B4
B

Asn

Oligomanozni Kompleksni Hibridni

@ Manoza (Man) @ N-acetilneuraminska kiselina (NeuSAc)
O Galaktoza (Gal) m N-acetilglukozamin (GlcNac)
A Fukoza (Fuc)

Slika 6. Tipovi N-glikana (prilagodeno prema: Stanley i sur., 2009)
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1.4. Alfa-1 kiseli glikoprotein

Alfa-1 kiseli glikoprotein je plazmatski protein molekulske mase 41-43 kDa. Jedan je od
glavnih proteina akutne faze u ljudi, Stakora, miSeva i drugih vrsta, a serumska koncetracija mu
se viSestruko poveca u stanjima infekcije ili upale. Sacinjava ga polipeptidni lanac koji se sastoji
od 183 aminokiseline povezane dvjema disulfidnim vezama. Sintetizira se u hepatocitima, a
njegova je genska ekspresija kontrolirana citokinma, od kojih su najvazniji: interleukin 1v,
faktor tumorske nekroze, interleukin 6 i s njime povezani interleukini. Ugljikohidratni dio ¢ini
45% molekulske mase ovog glikoproteina, a ¢ine ga visoko sijalizirani, kompleksni N-vezani
glikani. Glikanski dio alfa kiselog glikoproteina je podrobno istrazen buduéi da je on jedan od
rijetkih serumskih glikoproteina koji uz diantenarne, triantenarne posjeduje i tetraantenarne N-
vezane glikane. Svako od 5 potencijalnih glikozilacijskih mjesta alfa-1 kiselog glikoproteina
(Asn-15, -38, -54, -75, -85) moze na sebi imati vezan bilo koji od prikazanih kompleksnih N-
glikana (Fournier i sur., 2000).

Bioloske uloge AGP-a nisu u potpunosti poznate, ali je poznato da ima razne
imunomodulatorne efekte i veliku sposobnost vezanja mnogih bazi¢nih i neutralnih lipofilnih
tvari i lijekova zbog visokog udjela sijalinske kiseline koja nosi negativan naboj, kao i zbog
visoke glikanske razgranatosti (Gornik i Lauc, 2008). Uz humani serumski albumin, alfa-1
kiseli glikoprotein je najvazniji protein plazme koji veze lijekove, smanjujuéi njihovu
bioraspolozivost. U pravilu vrijedi da su lijekovi s kiselim skupinama uglavnom vezani na
albumin, no u stanjima bolesti, ukoliko je koncentracija AGP-a povisena ili koncentracija
albumina sniZena, vezanje tih lijekova na AGP ¢e znac¢ajno doprinijeti ukupnom vezanju lijeka

na proteine plazme (Urien i sur., 1986).

1.4.1. Utjecaj glikozilacije alfa-1 kiselog glikoproteina na vezanje varfarina
Zbog svojih fizikalno-kemijskih svojstava alfa kiseli glikoprotein uglavhom veze bazi¢ne i
neutralne tvari egzogenog i endogenog porijekla. Od lijekova moze vezati tamoksifen,
propranolol i heparin (Fournier i sur., 2000). Medutim, u in vitro uvjetima ustanovljeno je da u
stanjima kad je koncentracija alfa-1 kiselog glikoproteina povisena, tada on veze i neke lijekove
koji se u normalnim uvjetima vezu za albumin, a posebno one koji se vezu na tzv. Sudlowljevo
vezno mjesto 1, na koje se veze varfarin i Slicne molekule s heterociklickim prstenovima i

delokaliziranim negativnim nabojem (Abou-Zied, 2015, Urien i sur., 1986).
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Moguca in vivo uloga AGP-a u ukupnom vezanju kiselih lijekova nije u potpunosti ispitana. S
obzirom na to da je njegova koncentracija u stanju homeostaze daleko manja u odnosu na
albumin, njegov efekt na ukupno vezanje lijeka je upitan (Urien i sur., 1986). Velike varijacije
u vezanju bazi¢nih lijekova ha AGP dogadaju se zbog nekih fizioloskih ili patofizioloskih stanja
u kojima se mijenja razina plazmatske koncentracije alfa kiselog glikoproteina. Ta ¢injenica
ima implikaciju u terapijskom prac¢enju nekih bazi¢nih lijekova uske terapijske Sirine (Fournier
i sur., 2000). Budu¢i da je AGP visoko glikoziliran protein, postavlja se pitanje moze li N-
glikozilacija AGP-a utjecati na njegovo vezanje lijekova te moze li se Koristiti kao biljeg za

pomo¢ u njihovom doziranju.

1.5. Tekuclinska kromatografija visoke djelotvornosti temeljena na

hidrofilnim interakcijama

Od svih tipova tekucinskih kromatografija obrnuto fazna kromatografija je pokazala
najsiri spektar upotrebe. U obrunuto faznoj kromatografiji stacionarnu fazu ¢ine ugljikovodi¢ni
lanci razli¢itih duljina koji su vezani na silika gel, dok je mobilna faza polarno otapalo. lako
obrnuto fazna kromatografija ima najsiru upotrebu, njen glavni nedostatak je nemoguénost
vezanja jako polarnih i hidrofilnih analita. Normalno fazna kromatografija premda svojom
polarnom stacionarnom fazom zadrzava hidrofilne analite takoder ne pokazuje prednosti u
odnosu na reverzno faznu kromatografiju jer se koriste nepolarna otapala koja su ¢esto skupa,
toksi¢na i nekompatibilna za dobro otapanje polarnih analita (Dejaegher i sur., 2008). Zbog
povecanja sloZenosti uzoraka za analizu 1 povecane potrebe za analizom polarnih tvari koje se
ne mogu razdvojiti materijalima koriStenim u obrnuto faznoj kromatografiji, posljednjih godina
dolazi do povecanog interesa za kromatografiju temeljenu na hidrolifnim interakcijama
(Boersema i sur., 2008). Tako je i u ovom radu razdvajanje N-glikana provedeno visoko
osjetljivom tekucinskom kromatografijom vrlo visoke djelotvornosti koja se temelji na
hidrofilnim interakcijama. Stacionarna faza koja se koristi u HILIC kromatografiji je silikagel
na koji su kemijski vezane polarne, najéeS¢e amidne i diolne skupine. Mobilna faza u HILIC
kromatografiji je polarna, ali manje polarna od mobilne faze u obrnuto faznoj. Sastoji se od
smjese organskog otapala koje se mijesa s vodom, najcesce acetonitrila u volumnom omjeru
70:30 s vodom. U mobilnu fazu se uobicajeno dodaje amonij acetat ili formijat koji sluze kao
puferi za kontrolu pH-a i ionske jakosti mobilne faze. HILIC kromatografija takoder

omogucava razdvajanje nabijenih supstanci, poput ionske kromatografije. 1z svega navedenog
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vidimo da HILIC kromatografija kombinira metode triju podtipova tekucinske kromatografije:
normalno fazne, obrnuto fazne i ionske kromatografije (Buszewski i Noga, 2012).
Pretpostavljeni mehanizam razdjeljenja je taj da se analiti rasporeduju izmedu dva sloja
mobilne faze - jednog sloja bogatog acetonitrilom i drugog, vodenog sloja, adsorbiranog na
hidrofilnoj stacionarnoj fazi. Sto je analit hidrofilniji to je ravnoteZa vise pomaknuta prema
imobiliziranom vodenom sloju na stacionarnoj fazi i time se on vise zadrzava na koloni. Kako
se gradijentno povecava koncentracija vode u mobilnoj fazi tako se smanjuje zadrzavanje

analita i oni se eluiraju s kolone (Buszewski i Noga, 2012).

HILIC kromatografija se pokazala kao pravi odabir za separaciju nenabijenih hidrofilnih i
ambifilnih tvari koje su previse polarne da bi se zadrzale na stacionarnoj fazi reverzno fazne
kromatografije i tvari koje su nedovoljno nabijene da bi se razdvojile ionsko izmjenjivackom
kromatografijom. Glikani su upravo takav tip molekule, stoga je ova metoda razdvajanja
adekvatna. Detekcija glikana moZe se provesti masenim spektrometrom, elektromkemijskim ili
fluorescencijskim detektorom. Budu¢i da glikani nemaju kromofore niti skupine koje
fluoresciraju, reduktivnom aminacijom se glikani oznacuju fluorescentnim reagensom.
NajceS¢e se koriste: 2-aminobenzojeva kiselina (2-AA), 2-aminopiridin (2-AP), 2,6-
diaminopiridin (DAP), 2-aminonaftalen trisulfonska kiselina (ANTS) i 2-aminobenzamid (2-

AB) koji je koristen u ovom radu (Adua i sur., 2017).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nova istrazivanja u podrucju glikobiologije potvrdila su da promjene glikanskog profila, uslijed
fizioloskih, patofizioloSkih promjena i okoliSnih ¢imbenika pokazuju znacajan dijagnosticki
potencijal (Higai i sur., 2003). S druge strane, utjecaj glikanskog profila na interakciju lijeka i

proteina plazme, koja je vazna za doziranje lijeka, manje je istrazen.

Varfarin, kao lijek uske terapijske Sirine, zahtijeva razumijevanje svih parametara koji diktiraju
njegovo doziranje. Znacajan utjecaj polimorfizama gena za CYP 2C9 i VKORC1 enzime na
doziranje ovog lijeka je ranije prepoznat. Zbog jasno utemeljene korelacije polimorfizma i
doziranja, rezultati genotipizacije ukljuéuju se u procjenu inicijalne doze varfarina kako bi se
smanjio rizik od nuspojava lijeka, skratilo vrijeme do postizanja terapijskih vrijednosti
parametara koagulacije i postigla stabilnost doze i u¢inka. No, ¢ak ni genski polimorfizmi,
zajedno s klini¢kim parametrima nisu uspjeli u potpunosti opisati interindividualnu varijaciju u

doziranju varfarina, posebice kod pacijenata koji zahtijevaju jako veliku ili jako malu dozu.

Utjecaj N-glikozilacije plazmatskih proteina na vezanje lijekova nije dovoljno razjasnjen. Cilj
ovog rada je ispitati utjecaj glikana proteina plazme na afinitet vezanja varfarina, odnosno
utjecaj glikana na doziranje varfarina. Dokazano je in vitro da visoki stupanj razgranjenosti N-
glikana i antenarna fukozilacija smanjuju afinitet vezanja varfarina za alfa-1 kiseli glikoprotein
zbog stvaranja sterickog zaklona na mjesto vezanja, Sto rezultira vecom slobodnom

koncentracijom varfarina (Wu i sur., 2018). Ovom hipotezom je zapoceta izrada ovog rada.

Zbog jednostavnije izrade, eksperiment je zapocet unato¢ nedostacima odredivanja glikanskog
profila iz plazme bez prethodne izolacije AGP-a. Budu¢i da veéina razgranatih,
visokosijaliniziranih glikana u ukupnom N-glikomu plazme potjece upravo od AGP-a. Ispitan
je in vivo efekt glikolizacije AGP-a na doziranje varfarina, koriste¢i N-glikozilaciju ukupnih

proteina plazme kao neizravni biljeg za N-glikozilaciju AGP-a
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Tablica 2. Anorganske kemikalije
Kemikalija Proizvodac
Dinatrij hidrogenfosfat (Na2zHPO4) Sigma-Aldrich
Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4) Sigma-Aldrich
Kalij-klorid (KCI) Sigma-Aldrich
Klorovodi¢na kiselina (HCI) Kemika
Natrij klorid (NaCl) Sigma-Aldrich
Natrijev hidroksid (NaOH) Sigma-Aldrich

Tablica 3. Organske kemikalije

Kemikalija Proizvodac

Acetonitril (ACN) Fluka
2-aminobenzamid (2AB) Sigma-Aldrich
2-pikolin boran (2PB) Sigma-Aldrich
Etanol (C2HsOH) Sigma Aldrich
Ledena octena kiselina (CH3sCOOH) Merck
Amonij formijat (HCOO NHa4) Sigma-Aldrich
TFA (trifluoroacetatna kiselina) Sigma Aldrich
DMSO (dimetilsulfoksid) Fluka
SDS (natrij-dodecil sulfat) detergent Sigma
NP-40 Igepal CA630 (oktil-fenoksi- Sigma
polietoksi-etanol) detergent

Tablica 4. Bioloski materijali (enzimi)
Enizm Proizvodac
PNGazaF (peptid-N-glikozidaza) Prozyme




Tablica 5. Otopine i puferi

Pufer Priprema

S5SxPBS

Za 200 ml pufera: 8,00 g NaCl, 1,38 g
Na2HPO4, 0,29 g KH2PO4, 0,19 g KClI, sve
otopiti u 200 ml ultraciste vode (miliQ)
(nakon mijeSanja otopinu filtrirati 1 podesiti
pH s NaOH)

2% SDS

2 g SDS-a (Na-dodecil sulfata) otopiti u 100
ml vode

30% octena kiselina u DMSO

Za 10 ml otopine: u 3 ml octene kiseline doda
se 7 ml dimetilsulfoksida (DMSQ)

96%o acetonitril

Za 250 ml otopine: dodaje se 240 ml ACN-a
i 10 ml H20, voda se dodaje zbog
hidrofilnosti kolone u daljnjoj analizi glikana
(HILIC)

otopina za oznacavanje N-glikana

Za 1 uzorak: u 25 pl 30% octene kiseline u
DMSO dodaje se 0,48 mg 2 aminobenzamida
i 1,12 mg 2-pikolin borana

Tablica 6. Laboratorijska oprema i pribor

Oprema i pribor Proizvodad

(obi¢ne i multikanalne uz nastavke)

Plodice  za sakupljanje uzoraka, Waters
polipropilen, 1 ml zapremnine, za 96

uzoraka

Plocice za procis¢avanje glikana Orochem
AcroPrep 96 GHP 0.2 pm Pall

filter plocica od 1 ml

PCR plocice Frame Star
PCR epruvete u traci (,,PCR strip tubes®) Kiagen
Mikropipete Ranin

Vacuum manifold — vakumska pumpa

Pall Corporation

Tresilica

IKA - Schiittler MTS 4

Bio Vortex V1

Biosan

Micro Sealer (uredaj za zavarivanje
plocica folijom)

Porvair Sciences

Centrifuga

Centifuge 5804 Eppendorf

Vaga

Metller Toledo

Waters Acquity UPLC kromatograf

Waters, Milford

NanoAcquity UPLC analizator

Waters, Milford
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3.2. Ispitanici

Ovaj rad obuhvaca 58 ispitanika u dobi od 42 do 96 godina koji su na terapiji varfarinom
(Tablica 7). Uzorci su zaprimljeni iz Klini¢kog bolni¢kog centra ,,Sestre milosrdnice s odijela
kardiologije, a zajedno s uzorcima dostavljeni su i podaci o pacijentima. Krv je uzeta na
antikoagulans, a zatim je centrifugiranjem odvojena plazma koja je bila smrznuta i skladistena

na -20°C do trenutka analize.

Tablica 7. Statisticki opis pacijenata ¢ije smo krvne plazme analizirali

Broj ispitanika 58
Udio muskog spola / % 53,4
Udio Zenskog spola / % 46,55
INR - medijan (min-max) 1,95 (1,3-5,4)
Dob - medijan (min-max) 76,5 (42 - 96)
Dnevna doza / mg - medijan (min-max) 5(0-10)

3.3. lzolacija N-glikana s plazmatskih glikoproteina

3.3.1. Deglikozilacija proteina plazme
Deglikozilacija proteina plazme je nuzan korak koji nam omogucuje analizu profila
glikozilacije plazmatskih proteina, a ona se ostvaruje pomocu enzima PNGaze F koji specifi¢no

kida glikozidnu vezu N-glikana i proteina.

e Priprema

Smrznuti uzorci se nakon odmrzavanja centrifugiraju 10 minuta na 3000 okretaja/min
(Centrifuga 5804, Eppendorf). Uzorci, standardi i slijepe probe se nasumi¢no rasporeduju na
plocicu za uzorke, kako bi se smanjio utjecaj vanjskih ¢imbenika na mjerenje. Kao standard su
koriStene plazme zdravih osoba (nisu na terapiji varfarinom) koje su nasumi¢no nanesene U 5
jazica, a za slijepu probu koristena je ultra Cista voda (miliQ). Za analizu glikana plazme iz

uzorka je uzet volumen od 10 ul i nasumicno pipetiran u jazice (Tablica 8).

18



Tablica 8. Pozicije na mikrotitarskoj plocici s incijjalima pacijenata

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

e Denaturacija

U svaku se jazicu na plo€ici s uzorcima dodaje 20 pL 2%-tnog SDS-a koriste¢i nastavke za
pipete od 250 pL te se uzorci promijesaju uvlacenjem u nastavak pipete. PloCice se zatim dobro
zatvore adhezivnom folijom i stave na inkubiranje na 65°C kroz 10 minuta. Poslije inkubacije
ploCice se moraju 30 minuta hladiti na sobnoj temperaturi te se u svaku jazicu dodaje 10 uL

4%-tnog lgepala. Potom se plocice ostave na njihaljci (IKA® - Schiittler MTS 4) 15 minuta.
e Deglikozilacija

Neposredno prije dodavanja enzima PNGaze F u mikrotitarsku plocicu s uzorcima, potrebno je
pripremiti enzimsku smjesu za deglikozilaciju. Pripravljena je u epruveti od 2mL dodatkom 10
ul 5xPBS-a i 0,12ul enzima za svaki uzorak. Kako bi se izbjegle greske pri pipetiranju, dodaje
se dodatnih 30 pl 5xPBS-a za svaku plo¢icu. U svaki se uzorak doda 10 pl enzimske smjese i
resuspendira uvlac¢enjem u nastavak pipete. Plo¢ice se zatim dobro zatvore adhezivnom folijom
I inkubiraju 18h na 37°C.

3.3.2. Obiljezavanje, procis¢avanje i eluacija N-glikana plazme
Nakon deglikozilacije uzoraka potrebno je glikane odistiti od ostatka proteina, obiljeziti ih
reagensom koji ¢e omoguciti detekciju na fluorescencijskom kromatografskom detektoru i

pripremiti za analizu. Oznacavanje se provodi reakcijom reduktivne aminacije u kiselim
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uvjetima s 2-aminobeznamidom (fluorescentnom bojom) i 2-pikolinboranom (reduciraju¢im

agensom) uz DMSO.
e Obiljezavanje N-glikana plazme

U otopinu za obiljezavanje dodaje se 25 ul 30% octene kiseline u DMSO, 0,48 mg 2-
aminobenzamida i 1,12 mg 2-pikolinborana (neposredno mora biti ugrijan na sobnu
temperaturu) po uzorku. Prilikom dodavanja potrebno je krute sastojke dobro otopiti
mijeSanjem i vorteksiranjem otopine. Priprava otopine i samo obiljezavanje obavlja se u
digestoru. U svaki se uzorak dodaje 25 ul otopine za obiljeZzavanje i promijeSa polaganim
resuspendiranjem uzorka. Ploc¢ica se zatvori adhezivnom folijom i ostavi na njihaljci kroz 10
minuta, nakon ¢ega slijedi inkubacija na 65°C kroz 2 sata. Poslije inkubacije uzorci se ostave
30 minuta da se ohlade na sobnu temperaturu kako bi bili spremni za nanoSenje na GHP filter

plocicu.
e Pretpriprema GHP plocice

Za vezanje glikana koristi se GHP plocica za 96 uzoraka s hidrofililnom polipropilenskom
membranom veli¢ine pora 0,2 pm (AcroPrep GHP 0,2 um filter plo¢ica od 1 ml). Pretpriprema
se sastoji od ispiranja plocice sa: 70% etanolom (200 pl), ultrac¢istom vodom (200 pl) i
naposljetku svjeze pripremljenim 96% ACN-om (4°C, 200 pl). Svaki od dodanih reagensa se
po redu uklanja pomocu vakuumske pumpe (Vacuum manifold, Pall Corporation), pri ¢emu
treba paziti da tlak pumpe nije ve¢i od 5SmmHg kako ne bi oStetio membranu GHP plocice.

Nakon prekondicioniranja uzorci se postavljaju na GHP plocicu.
e Nanosenje 1 proc¢iS¢avanje obiljezenih N-glikana na GHP ploci

U svaku jazicu se dodaje 700 puL hladnog 100% ACN-a uz promjenu nastavka pipete za svaki
uzorak kako bi se izbjegla kroskontaminacija. Potom se uzorci iz svake jazéice promijesaju
uvlacenjem u nastavak pipete te se koriste¢i isti nastavak pazljivo prenese ukupan volumen
uzorka (oko 800 pL) u jazicu GHP ploc¢ice. GHP plocica se inkubira 2 minute, a zatim se
vakuumira u otpad pritom pazeéi da tlak vakuumske pumpe ne prijede SmmHg. Zatim
zapocinje proces proc¢is¢avanja glikana. Potom se pipetira 200 pL hladnog 96% ACN-a u svaku
jazicu te vakuumira u otpad. Zadnji korak se ponavlja jos tri puta nakon ¢ega se GHP plocica
stavi na vrh stalka dvo-mililitarske plocice i pipetira se 200 uL hladnog 96% ACN-a u svaku

jazicu te se GHP plocica centrifugira 5 minuta na 1000 rpm.
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e Eluiranje oznacenih N-glikana

GHP plocica se stavi na vrh ¢iste ABgene PCR plocice. U svaki uzorak se dodaje 90 pL ultra
Ciste vode koriste¢i 300 pL nastavke za pipete i stavi se na njihaljku 15 minuta. Zatim se GHP
plocica centrifugira 5 minuta na 1000 rpm kako bi se sakupila prva frakcija eluata u PCR
plo¢icu. Ponovi se postupak dodavanja ultra ¢iste vode i stavljanja na tresilicu te centrifugiranja
I sakuplja se druga frakcija eluata u PCR plocicu. Na kraju se provjerava ukupan volumen eluata

(180 uL). PCR plocica zatim se zatvori PCR poklopcem i pohrani u zamrzivac.

3.4. Kromatografska analiza N-glikozilacije

N-glikani plazme, obiljezeni fluorescencijskim reagensom 2-aminobenzamidom, analiziraju se
HILIC-UPLC kromatografskom metodom na Waters Acquity UPLC analizatoru (Milford, MA,
SAD). Analizator se sastoji od pumpe koja propusta mobilnu fazu, kolone, automatskog
injektora za uzorak i fluorescentnog detektora (s valnom duljinom od 330 nm za ekscitaciju i
420 za emisiju). Acquity UPLC BEH Glycan kolona ima dimenzije 150 x 2,1 mm i punjena je
Cesticama veli¢ine 1,7 pm. Glikani su noSeni mobilnom fazom, koju ¢ine 100 mM amonij
formijat (otapalo A, pH 4,40) i acetonitril (otapalo B). Acetonitril s linearnim gradijentom od
70 — 52 % i brzinom protoka od 0,561 ml/min postize najbolje uvjete razdvajanja glikana
tijekom 25 minuta trajanja razdvajanja na koloni pri temperaturi kolone od 25°C. Kolona se
ispire s amonij formijatom (otapalo A) i rekondicionira na pocetne uvjete (30% otapalo A i 70%
otapalo B) tijekom 26-32 minute. Optimiziranje uvjeta postavlja se i regulira pomo¢u Empower
programa (Waters), iz kojeg se ekstrahiraju rezultati analiza. Rezultati se takoder obraduju u
programu Empower, u kojem se ru¢no integriraju povrsine ispod kromatografa, nakon cega
slijedi statisticka obrada podataka u Excellu (verzija 1808, Microsoft office) i programu R

(verzija 3.3.3, https://cran.r-project.org/bin/windows/base/old/3.3.3/).
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4. REZULTATI

Nakon deglikozilacije N-glikani obiljezeni su s fluoresciraju¢im reagensom 2-
aminobenzamidom i razdvojeni visokotlatnom tekué¢inskom kromatografijom temeljenoj na
hidrofilnim interakcijama (HILIC UPLC). Kromatogrami su podijeljeni u 39 kromatografskih
vr$aka (GP1-GP39), kao §to se vidi na slici 7. pri ¢emu ¢emu je svakom vrsku pridruzen
odredeni glikan. Redoslijed izlaza s kolone odgovara pretpostavljenom mehanizmu razdiobe -
prve su eluirale manje i hidrofobnije molekule, dok polarnije, nabijene i ve¢e molekule eluiraju
zadnje. Posljednja 4 kromatografska vrSka (GP36-GP39) predstavljaju iznimno nabijene

glikane bogate sijalinskom kiselinom, koje navjerojatnije ve¢inom potje¢u od AGP-a.

N-acetilglukozamin
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Slika 7. Prikaz kromatograma dobivenih glikanskih skupina nakon razdvajanja N-
glikana HILIC-UPLC metodom

Osim uzoraka ispitanika, u analizu su ukljuceni standardi - uzorci plazme zdravih ljudi koji nisu
na terapiji varfarinom. Oni su nasumicno rasporedeni u nekoliko jaZica kako bi se ispitao utjecaj
vanjskih ¢imbenika tijekom pohrane i analize uzoraka. Na ploc¢i s uzorcima je zbog ispitivanja

kroskontaminacije u prethodnim koracima dodana i ultracista voda (miliQ) kao slijepa proba.
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4.1. Pouzdanost analize

Racunajuci srednju vrijednost relativne povrsine kromatografskih vrsaka standarnih otopina i
pripadju¢i RSD, odnosno koeficijent varijacije, ispitana je preciznost metode (Tablica 9).
Kriterij prihvatljivosti za preciznost metode ovisi o tipu analize. Za bioloSke uzorke trazeno je

relativno standardno odstupanje manje od 10-15%.

Tablica 9. Koeficijent varijacije standarda za svaku glikansku skupinu

Glikan Srednja Koeficijent Glikan Srednja Koeficijent
vrijednost varijacije vrijednost varijacije
GP1 6,4 6,1% GP21 0,5 3,5%
GP2 1,8 57% GP22 3,2 3,5%
GP3 0,1 9,8% GP23 1,7 3,4%
GP4 5,9 4,5% GP24 2,2 4,1%
GP5 3,1 5,5% GP25 0,1 19,1%
GP6 1,4 4,1% GP26 18 3,9%
GP7 11 6,6% GP27 0,9 3,2%
GP8 1,7 6,6% GP28 0,7 3,6%
GP9 0,1 6,4% GP29 0,2 17,1%
GP10 5,0 2,9% GP30 4,8 3,1%
GP11 1,0 6,4% GP31 0,4 6,6%
GP12 11 3,1% GP32 11 3,5%
GP13 0,9 5,3% GP33 2,0 3,5%
GP14 13,4 3,5% GP34 0,3 7,1%
GP15 0,4 7,2% GP35 0,2 4,9%
GP16 6,0 2,7% GP36 0,4 5,9%
GP17 2,1 4,5% GP37 0,4 2,9%
GP18 33 2,5% GP38 0,6 5,2%
GP19 1,0 5,4% GP39 0,4 10,8%
GP20 22,3 3,5% PROSJEK 5,6%

S obzirom na to da je izraunato relativno standardno odstupanje 5,6% zaklju¢ujemo da

kromatografija pokazuje zadovoljavajucu preciznost.
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4.2. Statisticka obrada

Nakon kromatografske analize manulano su integrirane povrSine ispod vrSaka kromatograma
za svaki uzorak uz pomo¢ ra¢unalnog programa Empower. Metodom linearne regresije u
racunalnom programu R (verzija 3.3.3) procijenjen je efekt i statisticka znacajnost povezanosti
povrsine pika svakog glikana, normaliziranog na ukupnu povrSinu s potrebnom dozom

varfarina. Pritom smo koristili op¢i linearni model prilagoden po dobi i spolu (Slika 8).

Nakon statisticke obrade povrSina, dobivene su odgovarajuce p-vrijednosti za sve glikane
(Tablica 10). P-vrijednost je veli¢ina koji govori o statisti¢koj znacajnost rezultata mjerenja, a
to je u nasem slucaju je izraGunata povezanost glikanskog profila i doze varfarina. Znac¢ajnom
razlikom smatraju se samo oni rezultati kojima je p-vrijednost niza od grani¢ne p-vrijednosti (p
< 0,05).
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Slika 8. Veli¢ina efekta (B) povezanosti izmedu pojedinog glikana i doze varfarina s pripadaju¢im intervalima pouzdanosti (95%)
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Tablica 10. P vrijednosti za svaku glikansku strukturu

p-vrijednost p-vrijednost

Glikanska p-vrijednost  korigiranana | Glikanska p-vrijednost  korigirana na
struktura visestruko struktura visestruko
testiranje testiranje
GP1 0,131 0,616 GP21 0,990 0,990
GP2 0,134 0,705 GP22 0,419 0,767
GP3 0,697 0,852 GP23 0,056 0,616
GP4 0,943 0,960 GP24 0,375 0,732
GP5 0,116 0,616 GP25 0,128 0,616
GP6 0,920 0,960 GP26 0,561 0,810
GP7 0,936 0,960 GP27 0,093 0,616
GP8 0,554 0,810 GP28 0,721 0,859
GP9 0,441 0,783 GP29 0,235 0,616
GP10 0,291 0,661 GP30 0,506 0,802
GP11 0,623 0,810 GP31 0,734 0,859
GP12 0,222 0,616 GP32 0,596 0,810
GP13 0,920 0,960 GP33 0,080 0,616
GP14 0,191 0,616 GP34 0,826 0,946
GP15 0,605 0,810 GP35 0,070 0,616
GP16 0,873 0,960 GP36 0,665 0,831
GP17 0,606 0,810 GP37 0,918 0,960
GP18 0,216 0,616 GP38 0,525 0,802
GP19 0,189 0,616 GP39 0,229 0,616
GP20 0,046 0,616

Iz tablice 10. vidi se da su p-vrijednosti iznad statisti¢ki znacajne grani¢ne vrijednosti (p<0,05)

za sve glikane, osim za GP20 koji je jedini postigao inicijalnu vaznost. Iako p-vrijednost za

GP20 iznosi oko 0.046, ona i dalje nije statisticki znac¢ajna nakon korigiranja na visestruko

testiranje. Osim direktno izmjerenih glikana, u softverskom programu R je izra¢unata i veli¢ina

efekta povezanosti 16 deriviranih glikozilacijskih svojstava s dozom varfarina (Slika 9).

Derivirana svojstva su izraCunata iz direktno mjerenih glikana, kako bi se pojednostavio prikaz

rezultata (Tablica 11). Zbrojeni su svi glikani s nekom od zajednickih karakteristika. Izracunata

derivirana glikozilacijska svojstva su: grananje, galaktozilacija, antenarna i srzna fukozilacija,

sijalinizacija i ra¢vaju¢i N-acetilglukozamin.
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Tablica 11. Racunanje deriviranih glikozilacijskih svojstava iz direktno mjerenih glikana

Derivirano svojstvo Formula

GP1+GP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP7+GP8+GP9+GP10+GP11+GP12+

nisko grananje GP13+GP14+GP15+GP16+GP17+GP18+GP19+GP20+GP21+GP22+GP23

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

visoko grananje +GP35+GP36+GP37+GP38+GP39

agalaktozilacija GP1+GP2+GP7+GP19

monogalaktozilacija GP3+GP4+GP5+GP6+GP13

. I GP8+GP9+GP10+GP11+GP12+GP14+GP15+GP16+GP17+GP18+GP20+
digalaktozilacija

GP21+GP22+GP23
. — GP24+GP25+GP26+GP27+GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP33+GP34
trigalaktozilacija
+GP35
tetragalaktozilacija GP36+GP37+GP38+GP39
asijalinizirani GP1+GP2+GP3+GP4+GP5+GP6+GP7+GP8+GP9+GP10+GP11+GP19
monosijalinizirani GP12+GP13+GP14+GP15+GP16+GP17
disijalinizirani GP18+GP20+GP21+GP22+GP23+GP24+GP25+GP26+GP27
trisijalinizirani GP28+GP29+GP30+GP31+GP32+GP33+GP34+GP35+GP36
raévajuéi GlcNac GP2+GP3+GP6+GP9+GP11+GP12+GP15+GP17+GP21+GP23+GP25
oligomanozni GP2+GP7+GP19
tetrasijalinizirani GP37+GP38+GP39
srna fukozilacija GP1+GP2+GP4+GP5+GP6+GP10+GP11+GP13+GP16+GP17+GP22+
GP23+GP31+GP34+GP35

antenarna fukozilacija =~ GP27+GP33+GP35+GP39

Slika 9. Veli¢ina efekta (B) povezanosti izmedu pojedinog deriviranog glikanskog svojstva i

doze varfarina s pripadaju¢im intervalima pouzdanosti (95%)
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P-vrijednosti za svako bioloski znacajno derivirano obiljezje glikanskih struktura iznad je
statisti¢ki znacajne granice od p<0,05, kako je vidljivo prikazanim rezultatima (Tablica 12).
Dakle, derivirana svojstva takoder ne posjeduju statisti¢ki znaCajnu povezanost s dozom

varfarina jer p-vrijednost niti jednog od svojstava nije manja od grani¢ne p-vrijednosti.

Tablica 12. P-vrijednosti za odgovarajuca obiljeZja glikanskih struktura

Derivirano svojstvo p-vrijednost p-vrijednost korigirana na
viSestruko testiranje

Antenarna fukozilacija 0,104 0,616
Racvajuci N-acetilglukozamin 0,171 0,616
Srzna fukozilacija 0,212 0,616
Agalaktozilacija 0,168 0,616
Monogalaktozilacija 0,633 0,810
Digalaktozilacija 0,170 0,616
Trigalaktozilacija 0,519 0,802
Tetragalaktozilacija 0,464 0,797
Visoko grananje 0,300 0,661
Nisko grananje 0,300 0,661
Oligomanozilacija 0,130 0,616
Asijalinizacija 0,491 0,802
Monosijalinizacija 0,300 0,661
Disijalinizacija 0,133 0,616
Trisijalinizacija 0,386 0,732
Tetrasijalinizacija 0,346 0,705
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5. RASPRAVA

Varfarin je trenutno najpropisivaniji antikoagulantni lijek i medu najcesce propisivanim
lijekovima uopce. Procjenjuje se da 2 milijuna stanovnika SAD-a godiSnje zapocne terapiju
varfarinom, gdje spada medu 20 najpropisivanijih lijekova (Schelleman i sur., 2011). Unato¢
nedostacima, Siroku primjenu zadrzao je zahvaljujuci svojoj dugogodi$njoj i provjerenoj
djelotvornosti te zbog nepristupa¢ne cijene novih oralnih antikoagulansa. Ipak zbog njegove
potrebe za terapijskim pra¢enjem i ¢estih nuspojava sve vise se zamjenjuje propisivanjem novih
oralnih antikoagulansa (Loo i sur., 2017). Varfarin se u Hrvatskoj uglavnom dozira
tradicionalnim klini¢kim pristupom; inicijalna doza se propisuje referiranjem na prethodno
mjerenje INR-a ili na populacijski prosjek (3-5mg/dan). Medutim, stabilne doze za postizanje
ciljanog INR-a (2-3) mogu varirati izmedu 1 i 20 mg varfarina po danu. Taj ucestali proces
postizanja adekvatne doze moze potrajati tjednima, a za to vrijeme pacijenti su izlozeni
povecanom riziku od krvarenja ili stvaranja ugruska, ovisno o tome je li pacijent hiperdoziran
ili hipodoziran (Johnson i sur., 2011). Jedna od metoda koja pomaze u brzem uspostavljanju
terapijskih koncentracija lijeka i smanjenju mogucih nuspojava je farmakogenomsko testiranje
na polimorfizam CYP2C9 i VKORC1 enzima. lako je CYP2C9/VKORC1 genotipiziranje
pouzdano kada se izvodi u kvalificiranim laboratorijima, farmakogenomska testiranja nikako
ne mogu zamijenti obavezno pracenje INR-a, ve¢ samo pomazu brzem i preciznijem postizanju
terapijske koncentracije lijeka (Schelleman i sur., 2011). Iako mnoga istrazivanja tvrde kako
gentotipizacija navedenih polimorfizama doprinosi sigurnijem lije€enju varfarinom, meta
analiza provedena na 9 klini¢kih ispitivanja tvrdi da vrijeme u kojem su pacijenti bili u
indiciranom rasponu INR-a, incidencija supraterapijskih INR-ova i pojava velikih epizoda
krvarenja 1 tromboembolijskih komplikacija nisu zabiljezili signifikantno smanjenje u
skupinama koje su bile farmakogenomski testirane u odnosu na one koje su bili vodeni
tradicionalnim klini¢kim pristupom. Dakle, ¢ini se da farmakogenomski vodena terapija nece
u skoroj buduénosti postati standard u klini¢koj praksi za terapiju varfarinom (Stergiopoulos i

Brown, 2014).

Budu¢i da postoji velika populacija koja je na terapiji varfarinom, razvijaju se metode za
procjenu idealnog doziranja. Farmakogenomski testovi na polimorfizam CYP2C9 i VKOR1C
enzima ve¢ su pronasli svoje mjesto u klinickoj praksi, no glikozilacija plazmatskih proteina

kao metoda predvidanja idealnog doziranja i dalje postoji samo kao ideja. Nedavno znanstveno
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istrazvanje na tu temu (Wu i sur., 2018) tvrdi da postoji povezanost glikozilacijskog profila
AGP-a i afiniteta vezanja varfarina za AGP in vitro. U tom radu je dokazano da visoki stupanj
razgranatosti N-glikana i antenarna fukozilacija smanjuju afinitet vezanja varfarina za AGP $to
rezultira ve¢om slobodnom koncentracijom varfarina. Razmatrajuci prethodno spomenuti rad,
postojala je moguénost da u ovom istrazivanju potvrdimo da odredeni glikani utjeCu na vezanje

varfarina na proteine plazme i time omogucuju bolju procjenu adekvatne doze za pacijente.

Pocetna ideja ovog rada bila je izolirati i analizirati N-glikane plazmatskih proteina ispitanika
koji su na kroni¢noj terapiji varfarinom. Glikani su otpusteni s proteina plazme djelovanjem
enzima PNGaze F te analizirani HILIC-UPLC kromatografijom. Kromatogrami su zatim
integrirani pomoc¢u ra¢unalnog programa Empower. Koriste¢i regresijsku analizu u programu
R, prilagodenu po dobi i spolu, dobivene su vrijednosti efekata povezanosti doze varfarina i
glikana zajedno s njihovim p-vrijednostima koje predstavljaju parametar statistiCke znacajnosti.
Osim direktno izmjerenih glikana, analiza je obuhvatila neka od najvaznijih deriviranih
glikanskih svojstava kao S$to su: grananje, fukozilacija, racvaju¢i N-acetilglukozamin,
galaktozilacija i sijalinizacija. Analiziranjem rezultata nije pronaden niti jedan odredeni glikan,
kao ni derivirano svojstvo glikana koje pokazuje statisti¢ki znac¢ajnu povezanost s doziranjem
varfarina. Glikan GP20 je jedini pokazao inicijalnu znacajnost, no nakon korigiranja p-

vrijednosti na viSestruko testiranje i on je izgubio statisti¢ki znacaj.

Eksperiment je ciljano zapocet izostavljanjem izolacije alfa-1 kiselog glikoproteina, koji je
potencijalni prediktor ispravne doze varfarina. Budu¢i da je udio alfa kiselog glikoproteina
daleko manji u odnosu na imunoglobuline i ostale glikozilirane proteine plazme (Clerc i sur.,
2018), efekt njegovih glikana na dozu varfarina vjerojatno nije moguce uoditi zbog velikog
,,pozadinskog Suma’’ glikana ostalih proteina plazme (na ukupni plazmatski glikanski profil
utjeCe i koli¢ina pojedinog glikoproteina a ne samo varijacija njegove glikozilacije). Postojanje
minimalne povezanosti glikana GP20 s dozom varfarina ukazuje da bi potencijalno izoliranje
alfa-1 kiselog glikoproteina iz uzoraka plazme te naknadna deglikozilacija iskljuc¢ivo njegovih
glikana omogucila potvrdu hipoteze koji su znanstveni radovi potvrdili in vitro (Wu i sur.,
2018). Buduci da za sada ne postoj protokol za visokoproto¢nu izolaciju i analizu glikozilacije
alfa-1 kiselog proteina, ova metoda jo$ uvijek ne moze zazivjeti u praksi, ali ostaje kao jedna

od metoda koja ima potencijal za razvoj.
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6. ZAKLJUCAK

Glikozilacija ima brojne vazne uloge u stanicama medu kojima su stani¢na signalizacija,
razvrstavanje i ispravno smatanje proteina, regulacija njihovog zivotnog vijeka, kao i
odredivanje njihove bioloske aktivnosti (Kristi¢ i Lauc, 2017). Posljednjih je godina takoder
prepoznata njihova vaznost u medudjelovanju lijeka i proteina na koji se lijek veze, a jedan od
lijekova koji se izrazito veze na proteine plazme je varfarin. Brzo i precizno postizanje
terapijske koncentracije varfarina predstavlja svojevrsan izazov. To je od velike vaznosti za
uspjesno lijeenje jer se u suprotnom manifestiraju nuspojave hiperdoziranja ili nema potrebnog
antikoagulacijskog djelovanja. Jedna od korisnih metoda za utvrdivanje poéetne doze lijecenja
je farmakogenomsko testiranje na polimorfizam CYP2C9 i VKORC1 enzima. Zbog odredenih
nedostataka te metode, kao cilj ovog rada ispitan je potencijalno novi nacin prilagodavanja doze
za antikoagulacijsko lijeCenje varfarinom, a ideja je dobivena iz znanstvenog rada koji je
potvrdio in vitro povezanost odredenih glikanskih svojstava sa smanjenim afinitetom vezanja

varfarina za alfa-1 kiseli glikoprotein (Wu i sur., 2018). Iz dobivenih rezultata zakljucuje se da:

1) Nijedan glikan i nijedno derivirano glikansko svojstvo ukupnih plazmatskih proteina ne
pokazuje statisticki znacajnu povezanost s to¢nom terapijskom dozom varfarina. Zbog
velike koncentracije glikana koji ne potjeu od alfa-1 kiselog glikoproteina, odnosno
zbog malog udjela AGP-a medu plazmatskim proteinima nije bilo moguée potvrditi
postavljenu hipotezu.

2) Postoji moguénost da se prethodnom izolacijom alfa-1 kiselog glikoproteina dobiju
ofekivani rezultati i potvrdi povezanost glikanskih svojstava i afiniteta vezanja

varfarina za AGP in vivo.
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. Sazetak

Varfarin je najstariji i najpropisivaniji oralni antikoagulans. Zbog svoje uske terapijske $irine i
velikih interindividualnih varijabilnosti zahtijeva prac¢enje INR-a. Uspostavljanjem adekvatne
inicijalne doze varfarina smanjuje se rizik od nuspojava lijeka i skracuje vrijeme do postizanja
optimalne koncentracije. Ameri¢ka agencija za hranu i lijekove (FDA) stoga predlaze
provodenje farmakogenomskog testiranja na polimorfizam alela CYP2C9 i VKORCI kod
uvodenja varfarina u terapiju. Ta metoda, kombinirana s klinickim parametrima, ipak ne

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

Uloga glikozilacije proteina plazme u farmakokinetici lijekova nije dovoljno raszjaSnjena. Za
alfa-1 kiseli glikoprotein, koji je jedan od glavnih glikoproteina plazme za vezanje lijekova, in
vitro je dokazano da visoki stupanj grananja N-glikana i antenarna fukozilacija smanjuju njegov
afinitet vezanja varfarina. Stoga je cilj ovog rada bilo ispitati moze li N-glikom ukupnih
plazmatskih proteina (koji sadrzi i glikane alfa-1 Kkiselog glikoproteina) predvidjeti potrebnu

inicijalnu dozu varfarina.

Nakon izoliranja iz uzoraka krvnih plazmi 1 obiljezavanja fluorescentnom bojom (2-
aminobenzamid), N-glikani su razdvojeni visokotlatnom tekuéinskom kromatografijom
temeljenoj na hidrofilnim interakcijama. Dobiveni kromatografski vrici su ruéno integrirani i
normalizirani na ukupnu povrSinu. Pomocu opceg linearnog modela, prilagodenog po dobi 1
spolu, napravljena je regresijska analiza u programu R (verzija 3.3.3). Rezultati pokazuju da
nijedan glikan, kao niti jedno derivirano svojstvo glikana ne pokazuje statisticki znacajnu
povezanost s potrebnom terapijskom dozom varfarina, no postoje naznake da bi povezanost
mogla biti uoCena smanjenjem Suma glikana ostalih plazmatskih glikoproteina prethodnom

izolacijom alfa-1kiselog glikoproteina i analizom samo njegove N-glikozilacije.
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8.2. Summary

Warfarin is the oldest and the most widely prescribed oral anticoagulant. Due to its narrow
therapeutic range and wide interpatient variability, INR monitoring is required. Establishing the
proper initial warfarin dose, adverse effects are minimized and time to achieve optimal drug
concentration is shortened. That is why FDA has proposed pharmacogenomic testing of
CYP2C9 and VKORCI1 alleles for guiding the initial dose of warfarin. Combined with clinical
algorithms, pharmacogenomic testing is still not able to estimate stable therapeutic dose for all

patients.

The role of plasma protein glycosylation in pharmacokinetics is yet to be elucidated. Alpha-1
acid glycoprotein, which is one of the most common drug binding proteins, has shown in vitro
reduced warfarin-binding-affinity due to increased N-glycans' antennae branching and
antennary fucosylation. Therefore, the goal of this thesis was to examine if total plasma protein
N-glycome (which also include alpha-1 glycoprotein's N-glycans) can predict required initial

dose of warfarin.

After isolation from plasma samples and labeling with flourescent dye (2-aminobenzamide),
N-glycans were separated by hydrophilic interaction liquid chromatography. Later,
chromatographic peaks were manually integrated and normalized to total peak area. Using
general linear model, adjusted by age and sex, regression analysis in R software (version 3.3.3)
has been performed. Results show that there is not any glycan nor derived glycan feature
showing statistically significant association with required warfarine dose, but there is some
indication that the associations could be found by reducing other plasma protein N-glycans'

background noise by alpha-1 acid glyoprotein isolation prior to N-glycome analysis.
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