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1. UVOD

Otkri¢e trodimenzionalne strukture deoksiribonukleinske kiseline (eng. deoxyribonucleic
acid, DNA) 1953. godine smatra se temeljem molekularne biologije i klju¢nim dogadajem
koji je, u konacnici, rezultirao objasnjenjem njene funkcije. Slijedovi nukleotida u DNA,
nazvani genom, sadrze u sebi informaciju za sintezu polipeptidnih lanaca Koji nizom
posttranslacijskih modifikacija zauzimaju krajnju proteinsku strukturu (Cooper i Hausman,
2007). Otkrivanjem poremecaja u strukturi nukleinskih kiselina nastojala se objasniti genska
pozadina mnogih bolesti. Cjelokupan proces nastanka proteina iz informacije koju nosi DNA
strogo je kontroliran te uvjetuje zivot samog organizma (Kobata, 1998). Samim time,
poremecaj na razini tog procesa u stanici ve¢inom vodi do njene smrti. Nacin na koji ¢e
stanica umrijeti reguliraju signalne molekule, a ovisi i 0 stani¢noj liniji te uvjetima u kojima
se ona u tom trenutku nalazi (Lockshin i Zakeri, 2007). S obzirom na to da abnormalnosti
koje se javljaju na razini signalnih putova u stanici ne dovode do njene smrti, upravo se one
intenzivno pocinju promatrati kao temeljni uzrok mnogih bolesti. Promjene u signalizaciji
posljedica su strukturnih modifikacija makromolekula koje, izmedu ostalog, uvjetuje
glikozilacija, a mogu dovesti do poremecaja u prijenosu informacija. Shodno tome, promatra

se uloga glikana u nastanku pojedinih bolesti (Kobata, 1998; Ohtsubo i Marth, 2006).

1.1. Glikani

Glikani su medu jednima od najkompleksnijih bioloSkih molekula koje se mogu pronaci u
prirodi, a sastoje se od mnoStva razli€ito povezanih i1 razgranatih monosaharidnih jedinica
(\Varki i sur., 2015). Sve stanice i brojne makromolekule u prirodi sadrze kovalentno vezane
glikane (Varki i sur., 2017). Kao jedna od cetiri temeljne makromolekule u stanici (zajedno s
nukleinskim kiselinama, proteinima i lipidima), glikani imaju vrlo vaznu ulogu u nastanku
funkcionalnih makromolekula, stani¢noj adheziji, komunikaciji izmedu stanica, vezanju
liganda za receptor i posljedi¢noj aktivaciji signalnih putova (Marth i Grewal, 2008; Ohtsubo
1 Marth, 2006). Svi glikani nekog organizma ¢ine glikom (Schnaar, 2016). Unato¢ ogromnoj
raznolikosti glikanskih struktura, ljudski glikom veéinom je sastavljen od devet razli¢itih
monosaharidnih jedinica koje medusobno povezuju enzimi specificnim mehanizmima na
evolucijski konzerviran nadin (Schnaar, 2016; Ohtsubo i Marth, 2006). Sto se makromolekula
tice, glikani se naj¢esce povezuju s lipidima i proteinima tvoreci pritom strukture koje jednim

imenom nazivamo glikokonjugatima (Varki i sur., 2017).



1.2. Glikoproteini

Gotovo svi citoplazmatski i membranski vezani proteini koje stvaraju stanice viSestani¢nih
organizama sadrze glikanske strukture (Kobata, 1998), najces¢e kovalentno vezane za
serinske, treoninske ili asparaginske ostatke polipetidnih lanaca. S obzirom na to da glikani
nemaju svoj to¢an genski zapis poput nukleinskih kiselina i polipeptida, njihov sastav se
razlikuje ovisno o ekspresiji i unutarstani¢noj lokalizaciji enzima koji sudjeluju u njihovoj
biosintezi  (glikoziltransferaza i glikozidaza), vremenu zadrzavanja glikana u
endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu, dostupnosti mjesta na proteinu pogodnih
za glikozilaciju te koncentraciji visokoenergetskih nukleotidnih donora monosaharida unutar
stanice. Glikoforme odredenog proteina uvelike ovise o brojnim faktorima koji proizlaze i iz
same ekspresije gena i iz metabolizma koji se odvija unutar stanice. Glikozilacija uzrokuje
promjenu Kkarakteristika proteina na nacin da mu se mijenja topljivost, dostupnost antigenih
dijelova unutar strukture, lokalizacija na membrani te mu sluzi kao svojevrsna zastita od
proteolize. Promjena u glikanskim strukturama na proteinu moze biti posljedica nekih
patofizioloskih procesa koji se odvijaju u stanici koja ga proizvodi, $to, u konacnici, dovodi
do odstupanja od njegove normalne funkcije (Clerc i sur., 2015; Gornik i Lauc, 2008; Hart i
Copeland, 2011; Higai i sur., 2005; Nagae i Yamaguchi, 2012; Schachter, 1986; Varki i sur.,
2017). Glikozilacija proteina razlikuje se od osobe do osobe, ali ono $to je vazno jest da je
izuzetno stabilna kod zdravog pojedinca, a do njene znacajnije promjene dolazi upravo kod
narusavanja homeostaze organizma, bilo da se radi o patofizioloskim procesima ili

promjenama u stilu Zivota (Clerc i sur., 2015).

1.3. Glikozilacija proteina

Enzimatski proces nastanka glikozidne veze naziva se glikozilacijom i on je esencijalan za
normalnu funkciju i zivot svake stanice. Glikozilacija se odvija u endoplazmatskom
retikulumu i Golgijevom aparatu (Marth i Grewal, 2008). Glikozilacijom proteina nastaju N-
glikani i O-glikani, ovisno o novonastaloj vezi izmedu glikana i polipeptidne okosnice, te
glikozaminoglikani (Ohtsubo i Marth, 2006; Varki i sur., 2017). Potonji imaju sasvim
drugaciji put biosinteze i modifikacije, a samim time i razli¢itu funkciju od N- i O-glikana
(Esko i Selleck, 2002).

Ukoliko se radi o ugljikohidratnom lancu koji je N-acetilglukozaminskim ostatkom (GIcNAC)
kovalentno vezan za aminokiselinu asparagin koja se nalazi unutar Asn-X-Ser/Thr slijeda (X
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je bilo koja aminokiselina izuzev prolina) u polipeptidnom lancu, rije¢ je o N-glikanu (N-
vezanom oligosaharidu). Kod O-glikana (O-vezanog oligosaharida) kovalenthom vezom su
povezani naj¢e$c¢e N-acetilgalaktozamin (GalNAc) iz ugljikohidratnog dijela i aminokiselina

serin ili treonin iz polipeptidnog dijela makromolekule (Varki i sur., 2017).

1.4. N-glikani

Sve N-glikane karakterizira jednak srzni dio strukture sastavljen od tri manozne jedinice i dva
GIcNAc-a, a ovisno o daljnjem grananju i vrsti vezanih monosaharidnih jedinica razlikuju se
tri osnovna tipa (Slika 1). Oligomanozni N-glikani sadrze dodatne grane povezanih manoza,
kompleksni dvije ili vise grana s barem jednom N-acetilglukozaminskom jedinicom na koju
se mogu dodatno vezati galaktoza i sijalinska kiselina, a hibridni je kombinacija prethodna
dva tipa (Gornik i Lauc, 2008; Varki i sur., 2017). Heterogenost N-glikana povecava se
aktivno$¢u odredenih glikoziltransferaza koje uvode dodatne monosaharide na specifi¢na

mjesta u strukturi (Nagae i Yamaguchi, 2012).

Analizom provedenom na 1 008 osoba doslo se do saznanja o vrlo velikoj varijabilnosti N-
glikana u plazmi, a toj raznolikosti, uz genske i okoli$ne ¢imbenike, doprinose i dob i spol
(Knezevi¢ i sur., 2009). No, ono $to je vazno jest da N-glikani pokazuju izuzetnu stabilnost u
vremenu kod pojedine zdrave osobe, kako tijekom kratkog perioda, tako i tijekom godine
dana. Glikozilacija je pod snaznom genskom kontrolom koja se mijenja u odredenim
patofizioloSkim procesima. Upravo ta <c{injenica daje glikanima ulogu potencijalnih

dijagnostickih biomarkera bolesti (Gornik i sur., 2009).



Asn Asn

OLIGOMANOZNI HIBRIDNI KOMPLEKSNI

. N-acetilglukozamin (GlcNac)

' manoza
‘ fukoza
’ sijalinska kiselina

@O galaktoza

Slika 1. Reprezentativni primjer tipova N-glikana gradenih od monosaharidnih jedinica
kojima su pridruzeni odredeni simboli¢ni prikazi. Svi tipovi sadrze jednaku pentasaharidnu
srz koja se sastoji od tri manoze i dva N-acetilglukozamina. Oznacene su vrste veza izmedu

monosaharida.



1.5. Uloga glikana u upalnim bolestima

Upalne bolesti karakterizira regrutacija limfocita u zahvacena tkiva. Prvi i kljuan korak u
ulasku cirkulirajué¢ih limfocita iz plazme u periferne limfne ¢vorove i leukocita u inflamatorna
tkiva jest njihova adhezija na aktivirane endotelne stanice koje oblazu unutrasnju stranu
stjenke krvnih Zila. Selektini su dio porodice proteina koji vezu ugljikohidrate (lektini), a
nalaze se na aktiviranim trombocitima (P-selektini), leukocitima (L-selektini) i endotelnim
stanicama (E- i P-selektini). Razlog su inicijalne interakcije leukocita s aktiviranim endotelom
i njihovo ,.kotrljanje* do mjesta penetracije u tkivo. Selektini vezu sijalizirane i fukozilirane
epitope, a takvi su upravo terminalni dijelovi glikana na vecini leukocita te endotelnih stanica
limfnih ¢vorova 1 inflamatornih tkiva. U kontroli funkcije selektina vaznu ulogu imaju 1
enzimatske aktivnosti glikoziltransferaze i sulfotransferaze koje su odgovorne za sintezu
njihovih liganada. Ligandi L-selektina, koji se nalaze na limfocitima, pojacano su
eksprimirani na endotelu kroni¢no upaljenog tkiva (Dube i Bertozzi, 2005; Marth i Grewal,
2008).

Restrukturiranjem stani¢nog glikoma mijenja se i imunoloski sustav, odnosno svi mehanizmi
koji omogucuju njegovu funkciju. Ti procesi ukljucuju diferencijaciju, distribuciju i migraciju
svih stanica imunosnog sustava, aktivaciju receptora vezanjem citokina ili antigena,

autoimunosne procese te apoptozu odredenih leukocita (Marth i Grewal, 2008).

1.5.1. Promjene plazmatskih koncentracija N-glikana u upalnim bolestima

Ljudska plazma sadrzi mnostvo N-glikoziliranih proteina kojima se koncentracija mijenja u
prisustvu odredenth promjena (npr. upala, trudnoca, porod) ili bolesti organizma (npr.
reumatoidni artritis, karcinom, hepatitis) (Bell i sur., 1987). Promjene u N-glikomu variraju
od najmanjih pa sve do signifikantnih razlika koje mogu biti specifi¢ne za odredena stanja, §to
je posebno vazno za ona patoloSka, bilo akutna ili kroni¢na. Takve promjene javljaju se dosta
rano i mogu ponekad pratiti i progresiju same bolesti (Gornik i sur., 2012), a njihova vaznost
dokazana je u brojnim studijama koje su proucavale autoimune bolesti poput reumatoidnog

artritisa, mnoge upalne bolesti, ali i rak (Axford, 1999; de Graaf i sur., 1993; Qiu i sur., 2008).

Nuklearnom magnetnom rezonancijom (eng. nuclear magnetic resonance, NMR), kao
spektroskopskom metodom, moguce je detektirati protone iz N-acetiliranih Se¢ernih struktura

nakon enzimatskog cijepanja veza izmedu N-acetilneuraminske kiseline, galaktoze i N-
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acetilglukozamina, ¢ime se moze pratiti promjena u koncentraciji N-glikana (Bell i sur.,
1987). GlycA je novi biomarker upale koji se sastoji upravo od signala koje daju protoni
metilne skupine iz N-acetilne skupine GIcNAc-a koji se nalaze na glikoproteinima akutne
faze, od kojih su najvazniji al-kiseli glikoprotein, haptoglobin, al-antitripsin, ol-
antikimotripsin i transferin. Promjene serumskih koncentracija GlycA Kkoreliraju s
promjenama ve¢ postoje¢ih biomarkera upale, poput C-reaktivnog proteina (eng. C-reactive
protein, CRP), fibrinogena i interleukina 6 (IL-6) (McGarrah i sur., 2017). U studiji koja je u
ispitivanje ukljucila 27 491 zdravih zena, prac¢enih ukupno 17,2 godine, dobivena je pozitivna
korelacija izmedu koncentracije GlycA i incidencije kardiovaskularnih dogadaja, a rezultati su
usporedeni s Cesto koriStenim biomarkerom kroni¢ne upale, visoko osjetljivim C-reaktivnim
proteinom (eng. high-sensitivity C-reactive protein, hsCRP). Na temelju GlycA moze se s vrlo
dobrom to¢nos¢u predvidjeti mortalitet i incidencija pojave kardiovaskularnih dogadaja u
nekoj populaciji (Akinkuolie i sur., 2016). Vrlo sli¢ni rezultati dobiveni su i prilikom

istrazivanja povezanosti GlycA i incidencije dijabetesa tipa 2 (Akinkuolie i sur., 2015).

Postoje odredeni dokazi kako puSenje i konzumacija alkohola (Thompson i sur., 1991), uz
indeks tjelesne mase (eng. body mass index, BMI), omjer struka i bokova te krvni tlak, imaju
znatan utjecaj na N-glikozilaciju (Knezevi¢ i sur., 2010), a dokazana je i snazna povezanost
odredenih strukturalnih entiteta N-glikana s godinama, BMI indeksom, krvnim tlakom i
razinom glukoze u krvi nataste u populacijama Han Kineza i Hrvata s otoka Kor¢ule. Praceni
parametri predstavljaju ¢imbenike rizika za razvoj metabolickog sindroma te bi, prema tome,
N-glikani mogli vjerodostojno ukazivati na odredene promjene u metabolizmu covjeka i
sluziti kao potencijalni prediktori rizika za razvoj odredenih kardiometaboli¢kih bolesti (Lu i
sur., 2011). Dodatna potvrda o pozitivnoj korelaciji promjene plazmatskih N-glikana s
rizikom oboljenja od metabolickog sindroma proizlazi iz studije provedene nad 2 155

pojedinaca s Orkneyskih otoka (McLachan i sur., 2016).

S obzirom na sve veci broj studija koje prate promjene glikoma u odredenim stanjima
organizma, pitanje je vremena kada ¢e profil N-glikana postati uvrijezen biomarker za
dijagnostiku i klasifikaciju rizika od oboljenja te preventivnu terapiju kroni¢nih bolesti (Adua

i sur., 2017; Akinkuolie i sur., 2015; Akinkuolie i sur., 2016; Gornik i Lauc, 2008).
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1.6. Protutijela

Imunoglobulini su glikoproteini koji, kao glavni sekretorni produkt steCenog imunoloskog
sustava, osiguravaju dugoro¢nu obranu protiv antigena kojima je organizam izlozen.
Detektirano je pet klasa imunoglobulina kod ¢ovjeka (1gG, IgM, IgA, IgE i IgD), a svi dijele

sli¢nost u strukturi imunoglobulinskih domena (Arnold i sur., 2007).

1.6.1. Struktura i uloga imunoglobulina G

Najzastupljenije protutijelo u ljudskom serumu je imunoglobulin G (1gG). Njegova
koncentracija u krvi zdravih odraslih pojedinaca varira izmedu 7 i 16 g L™ (Dati i sur., 2001).
IgG se sastoji od dva teska (eng. heavy chains, HCs) i dva laka lanca (eng. light chains, LCs)
(Hong i sur., 2009). Laki lanac sadrzi jednu varijabilnu (V) i jednu konstantnu domenu (C,)
dok teski lanac sadrzi tri konstantne (Cyl, Cn2 i Cy3) te jednu varijabilnu domenu (Vy).
Varijabilne regije teskog i lakog lanca sadrze mjesto prepoznavanja antigena poznatije kao
Fab domena ili fragment koji veze antigen (eng. antigen-binding fragment, Fab) dok
konstantne domene teskog lanca sa¢injavaju FC domenu, odnosno fragment Kkoji kristalizira
(eng. crystalizable fragment, Fc) i odreduju efektorsku funkciju imunoglobulina (Arnold i
sur., 2007; Kaneko i sur., 2006; Murphy i Weaver, 2016). Teski lanci postoje u pet izoformi
(v, 1, a, €1 0), ovisno o klasi imunoglobulina, a u jednoj molekuli IgG-a nalaze se dva jednaka
v lanca povezana disulfidnim vezama, kako medusobno, tako i s lakim lancima. Laki lanci
takoder dolaze u dvije izoforme (x i A), jednake za isti imunoglobulin (Arnold i sur., 2007).
Upravo je IgG zasluzan za aktivaciju brojnih obrambenih mehanizama u imunoloSkom
sustavu Covjeka. Ti mehanizmi rezultat su interakcije Fc regije 1gG-a s odredenim
receptorima koji se nalaze na povrSini brojnih stanica imunoloskog sustava. Vezanje Fab
regije 1gG-a za specifi¢an antigen odreduje vrstu postreceptorske signalne kaskade, odnosno

hoce 1i ona biti aktivacijska ili inhibicijska za odredeni proces (Krapp i sur., 2003).

1.6.2. Glikozilacija imunoglobulina G

Svojstva proteina ne ovise samo o tome sadrze li vezane glikane ve¢ i o vrsti glikana koji su
prisutni te njihovom mjestu vezanja (de Haan i sur., 2015). Dva do tri posto svoje ukupne
molekularne mase IgG duguje glikozilaciji teSkog lanca. Taj postotak se uvelike povecava

kod drugih klasa imunoglobulina. Laki lanci ne sadrze konzervirano glikozilacijsko mjesto.
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Oligosaharidi vezani za imunoglobuline vrlo su veliki te izuzetno fleksibilni kada im je to
omoguceno njihovom prostornom lokacijom. Ta fleksibilnost je dosta izrazena oko N-
glikozidne veze (Arnold i sur., 2007). lako su glikani sisavaca sastavljeni od limitiranog broja
monosaharidnih vrsta, na¢ini na koje oni mogu biti povezani i razgranati dodaje kompleksnost
ukupnoj molekuli. Dobar primjer je N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselina) koja se
Cesto nalazi na terminalnom dijelu glikana kompleksnog tipa. Ukoliko je vezana 2,6
glikozidnom vezom za predzadnji Secer u nizu (galaktozu) djeluje protuupalno, dok o2,3-

vezana sijalinska kiselina nema taj u¢inak (de Haan i sur., 2015).

Kao i kod ostalih proteina, glikani na 1gG-u imaju vrlo vaznu ulogu u promjeni njegove
konformacije i topljivosti te utjeCu na transport i sekreciju (Arnold i sur., 2007). No
glikozilacija IgG-a usto je esencijalna za vezanje na sve Fc-gama receptore (FcyR) (Kaneko i
sur., 2006) koji se nalaze na raznim stanicama imunoloskog sustava (makrofazima,
neutrofilima, eozinofilima, limfocitima, stanicama prirodnim ubojicama) te sluze kao
poveznica izmedu stani¢ne 1 humoralne imunosti. Stimulacija stanica imunoloskog sustava
putem FcyR moze rezultirati posljedicnom aktivacijom stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o
protutijelu  (eng. antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC), fagocitozom
mikroorganizama, endocitozom imunosnih kompleksa, oksidativnim praskom i otpusStanjem
upalnih medijatora te regulacijom ostalih stanica u imunoloSkom sustavu (Mimura i sur.,

2001; Shields i sur., 2001).

1.6.3. N-glikom imunoglobulina G

Sve vrste 1gG-a u ljudskom serumu sadrze konzervirano N-glikozilacijsko mjesto (Asn-297) u
svakoj od Cy2 domena unutar Fc regije (Arnold i sur., 2007) (Slika 2). Upravo za to mjesto
glikozilacije pokazalo se da ima utjecaj na funkciju IgG-a u upali moduliranjem interakcija Fc
regije imunoglobulina s FcyR (Plomp i sur., 2016). Izmedu 15 i 25 % serumskog 1gG-a sadrzi
N-glikane u Fab regiji s drugacijim strukturnim modifikacijama od N-glikana Fc regije (Lloyd
I sur., 2018; van de Bovenkamp i sur., 2016; Zauner i sur., 2013), a takoder pokazuju
varijacije u odredenim patofizioloSkim procesima u organizmu (van de Bovenkamp 1 sur.,

2016).

FcyR se nalaze na leukocitima, imunoglobulinske su strukture, a medusobno se razlikuju po
organizaciji i vrsti lanaca te po afinitetu za 1gG. Podijeljeni su u tri vrste: FcyRI (CD64),
FcyRII (CD32) i FceyRIII (CD16). Na koji od njih ¢e se IgG vezati ovisi 0 njegovoj
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konformaciji, slijedu aminokiselina u polipeptidnoj okosnici, promjenama u strukturi proteina

ali i o njegovoj glikozilaciji (Shields i sur., 2001).

Iako mogu biti prisutne i male koli¢ine glikana oligomanoznog i hibridnog tipa (Raju, 2008),
najmnogobrojniji biantenarni N-glikani kompleksnog tipa esencijalni su za efektorske
funkcije imunoglobulina putem interakcije s FcyR i Clg komponentom komplementa
(Kaneko i sur., 2013; Mimura i sur., 2001) te za o¢uvanje kvarterne strukture i stabilnosti Fc
regije. U istoj molekuli 1gG-a, dva Asn-297 mjesta u strukturi mogu biti razlicito glikozilirana
jednim od ukupno 32 vrste glikana detektirane na ljudskom IgG-u koji su podijeljeni u tri
porodice: 1gG-GO0, 1gG-G1 i IgG-G2. Biantenarnim glikanima iz 19G-G2 porodice, obje grane
zavrSavaju galaktoznim jedinicama (takvih je oko 16 % od ukupne serumske koncentracije
glikana 1gG-a), dok onima iz 1gG-G1 nedostaje galaktoza na jednoj od grana gdje se, u tom
slucaju, izlaze N-acetilglukozaminski zavrSetak (oko 35 % svih glikana). Kod 1gG-GO obje
grane zavrSavaju s GICNAC, odnosno ne sadrze terminalne galaktoze (0ko 35 % svih glikana).
Oko 14 % preostalih glikana sadrze sijalizirane glikane iz porodica 1gG-G1 i 1IgG-G2. Razlike
jos$ postoje i U prisustvu racvajuceg GICNAc-a (oko 30 % svih glikana) i srzne fukoze (oko 70
% svih glikana) (Arnold i sur., 2007).

teski lanac _

laki lanac
Fab regija
D o E
C"{:’.A C"{EB
Fc regija —

Slika 2. Shematski prikaz strukture imunoglobulina G. Unutar Cy2 lanaca nalazi se asparagin
(Asn-297) za koji su vezane N-glikanske strukture. Kratice strukturnih jedinica: Fab —

fragment koji veze antigen, Fc — fragment koji kristalizira.
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1.6.4. Genski uvjetovane promjene glikoma imunoglobulina G

Velika studija iz 2008. godine dokazala je kako geni imaju vrlo vaznu ulogu u ranoj detekciji
rizika od dislipidemija i kardiovaskularnih bolesti (eng. cardiovascular diseases, CVDs), te
su, uz ve¢ uvrijezene rizi¢ne ¢imbenike CVD (vrijednosti lipida u krvi, BMI, dob i spol), vrlo
vazni u odredivanju visokorizi¢nih pojedinaca (Aulchenko i sur., 2008). Upravo i u
kompleksnom putu N-glikozilacije 1gG-a sudjeluju brojni geni, od kojih samo nekolicina
kodira za glikoziltransferaze, $to ukazuje na to da enzimi nisu jedini odgovorni za krajnje
strukture N-glikana. Varijacije u individualnom polimorfizmu jednog nukleotida (eng. single
nucleotide polymorphism, SNP) imaju maleni utjecaj, ali kombinacijom njih nekoliko u
izuzetno kompleksnom putu kao $to je N-glikozilacija moze nastati sasvim promijenjeni
produkt, §to je u ovom slucaju N-glikom 1gG-a. Takve ¢injenice ukazuju na moguéu

poveznicu izmedu genskih lokusa i autoimunih bolesti (Lauc i sur., 2013).

1.6.5. Promijene glikoma imunoglobulina G neovisne 0 genomu

Uz starenje organizma (Gudelj i sur., 2015; Kristi¢ i sur., 2014; Yu i sur., 2016), gensku
regulaciju (Lauc i sur., 2013), spol (Kristi¢ i sur., 2014; Yu i sur., 2016), razinu hormona
(Ercan i sur., 2017; Juri¢ i sur., 2017) i prisustvo raznih bolesti (Vuckovi¢ i sur., 2015),
postoje i drugi faktori koji dokazano utjecu na varijaciju glikoma IgG-a. Medu njih ubrajamo
lipidni profil (Kristi¢ i sur., 2014; Yu i sur., 2016), krvni tlak (Kristi¢ i sur., 2014; Yu i sur.,
2016; Wang i sur., 2016), inzulin (Adua i sur., 2017; Kristi¢ i sur., 2014; Russell i sur., 2018),
jetreni enzimi (Yu 1 sur., 2016), uri¢na kiselina i ureja (Kristi¢ 1 sur., 2014; Yu 1 sur., 2016),
fibrinogen, kalcij i glikirani hemoglobin (Kristi¢ i sur., 2014) te ¢ak i prisustvo glukoze u

mediju koje se pokazalo vaznim za glikozilaciju i sijalizaciju 19G-a (Liu i sur., 2014).

Sto se metabolickih parametara tiée, vazno je naglasiti kako i oni koreliraju s proupalnim
djelovanjem IgG-a utjecajem na modifikaciju njegovih glikana, a kao najvazniji Su se
pokazali BMI, opseg struka te postotak i vrsta masnog tkiva (Kristi¢ i sur., 2014; Perkovi¢ i
sur., 2014; Russell i sur., 2017; Yu i sur., 2016). Masno, odnosno adipozno tkivo jest vrlo
vazan faktor, no posebice je vazno naglasiti novija istrazivanja koja pokazuju kako se
prilikom pracenja promjena u glikozilaciji 1gG-a u obzir treba uzeti distribucija adipoznog
tkiva i da bi se trebale koristiti vrijednosti omjera struka i bokova te struka i visine zbog

njihovog boljeg pojasnjenja varijacije glikoma 1gG-a od BMI indeksa (Russell i sur., 2019).
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S obzirom na to da se N-glikane 1gG-a sve viSe proucava kao potencijalne biljege bolesti,
njene progresije te odgovora na terapiju, potrebno je provesti jo§ velik broj studija koje
ukljucuju ne samo faktore koji direktno i indirektno moduliraju glikom 1gG-a, ve¢ i one koji
imaju utjecaj na bilo koji korak u biosintetskom putu IgG-a, njegovih receptora i komponenti
komplementa, kako bi se abnormalno glikoziliran IgG mogao uistinu povezati s

patofiziologijom odredenih bolesti (Russell i sur., 2018).

1.6.6. Modulacija efektorskih funkcija imunoglobulina G N-glikozilacijom

Odsustvo srzne fukoze, povezane al,6 glikozidnom vezom za GICNAC, utjeCe na povecanje
afiniteta Fc-regije 19G-a za FcyRlIlla receptore, a kao posljedica interakcije dolazi do pojacane
aktivacije ADCC-a (Arnold i sur., 2007; Lin i sur., 2015; Masuda i sur., 2007; Raju, 2008;
Shields i sur., 2002; Shinkawa i sur., 2003). U interakciji s receptorima sudjeluje onaj dio Fc
regije koji je stericki dostupan samo prilikom nedostatka fukozne jedinice (Ferrara i sur.,
2005). Prema tome, protutijela koja se koriste u terapiji karcinoma i ¢iji je temelj djelovanja
aktivacija ADCC-a, mogla bi se davati pacijentima u manjima dozama ukoliko su
defukozilirana, jer ¢e posti¢i gotovo jednako djelovanje kao i vise doze srzno fukoziliranih
protutijela (Shields i sur., 2002).

lako je prisustvo glikana na IgG-u neophodno za vezanje za FcyRI te C1q, afinitet Fc regije

naspram njih ne mijenja se prisustvom ili odsustvom srzne fukoze (Shields i sur., 2002).

Kod povecéane terminalne sijalizacije glikana, afinitet 1gG-a za FcyRIlla receptore pada, kao i
afinitet prema antigenima (Raju, 2008). Upravo ta 2,6-vezana sijalinska kiselina biantenarnog
glikana odgovorna je i za supresiju upale vezanjem za FcyRIIB (Kaneko i sur., 2006;
Nimmerjahn i Ravetch, 2007) te drugim mehanizmima, neovisnima o aktivaciji tih receptora,
kojima suprimira aktivnost razliitih stanica imunoloSkog sustava medu kojima su 1 B
limfociti (Hess i sur., 2013). U usporedbi s konvencionalnim intravenskim imunoglobulinima
(eng. intravenous immunoglobulin, IVIg) u terapiji hematoloskih i imunoloskih poremecaja,
pojacano sijalizirani imunoglobulini pokazuju znacajniji protuupalni u¢inak u daleko manjoj
dozi te se sve viSe razmatraju kao potencijalna terapija autoimunih bolesti (Anthony i sur.,
2011; Nimmerjahn i Ravetch, 2007).

Visoko galaktozilirani IgG pojacano se veze za FcyRIIB $§to rezultira inhibitornom

signalizacijom koja u konacnici dovodi do supresije proinflamatornih efektorskih funkcija
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kemoatraktanata (Karsten i sur., 2012). U normalnim uvjetima, oko 35 % Fc glikana
serumskog lgG-a je agalaktozilirano (Arnold i sur., 2007), a taj postotak znacajno raste u
prisustvu bolesti kao $to su reumatoidni artritis (Parekh i sur., 1985; Parekh i sur., 1988),
sistemski erimatozni lupus (Vuckovi¢ i sur., 2015), upalne bolesti crijeva (Trbojevi¢-Akmacic¢
i sur., 2015a), kroni¢na bubrezna bolest (Barrios i sur., 2016), hipertenzija (Wang i sur., 2016)
I kolorektalni karcinom (Vuckovi¢ i sur., 2016). Moguée objasSnjenje smanjenja
galaktozilacije jest niza razina ekspresije i promjena u posttranslacijskoj modifikaciji 1,4
galaktoziltransferaze u stanicama koje proizvode protutijela, $to je dokazano prilikom

pracenja aktivnosti enzima u limfocitima odredenih pacijenata (Dall'Olio i sur., 2013).

S obzirom na to da nema utjecaj na vezanje protutijela za FcyRIIla receptor, kao ni na afinitet
protutijela prema antigenu, terminalna galaktoza ne mijenja aktivnost ADCC-a (Raju, 2008;
Shinkawa i sur., 2003), ali njeno odsustvo uzrokuje povecano vezanje za C1q te za lektin koji
veze manozu (eng. mannose binding lectin, MBL) ¢ime dolazi do pojacane aktivacije
komplementa, odnosno cititoksi¢nosti ovisne o komplementu (eng. complement-dependent
cytotoxicity, CDC) (Peschke i sur., 2017; Troelsen i sur., 2006). Molekule imunoglobulina G s
terminalnim GIcNAc jedinicama na glikanima Fc regije imaju povecani afinitet vezanja za
Clg i pojacanu aktivnost CDC-a, no smatra se da je tome uzrok upravo posljedi¢na
neizlozenost terminalnih galaktoza (Raju, 2008). Galaktozilacija 1gG-a mijenja se postupno
tijekom starenja organizma (Kristi¢ i sur., 2014), dok kod poremecaja homeostaze, kao Sto je

primjerice akutna upala, dolazi do njene vrlo brze izmjene (Novokmet i sur., 2014).

Opazena je remisija reumatoidnog artritisa (kroni¢ne autoimune bolesti) tijekom trudnoce,
kada dolazi do porasta sijalizacije 1gG-a, te ponovni relaps bolesti nakon poroda. U istoj
studiji pratila se i koncentracija galaktoze vezane za glikane IgG-a te je zabiljeZen i njen
porast tijekom relapsa bolesti, odnosno dokazano je kako agalaktozilirani IgG ima proupalni
ucinak (van de Geijn i sur., 2009). Do pada galaktozilacije u menopauzi dolazi zbog
nedostatka estrogena (Kristi¢ i sur., 2014), a taj hormonski utjecaj dokazan je i studijom
provedenom nad muskarcima i Zenama ¢ime se doSlo do spoznaje o jednom od vaznih

mehanizama koji leze u pozadini razlike imunoloskog sustava izmedu spolova (Ercan i sur.,

2017).

Dodatna potvrda o protuupalnom ucinku galaktoze proizlazi iz studije u kojoj je sudjelovalo 3

515 osoba s hrvatskih otoka Korcule i Visa te engleskog Orkneyskog otocja. Uo¢eno je da
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osobe s nizim BMI indeksom imaju snizene razine galaktozilacije 19G-a (Perkovi¢ i sur.,
2014).

Do porasta ADCC-a dolazi i kod poveéane koncentracije glikana s rac¢vajuc¢im GlcNac-om,
premda je taj utjecaj daleko manji od onog koji uzrokuje defukozilacija glikana (Shinkawa i
sur., 2003). Navedena modifikacija uzrokuje i smanjenu aktivaciju komplementa, odnosno
CDC-a (Schuster i sur., 2005). Ta spoznaja mogla bi biti korisna prilikom terapije tumorskim
protutijelima koja izazivaju znacajne nuspojave prilikom primjene prve doze, a Smatra se da
su posljedica aktivacije CDC-a (van der Kolk i sur., 2001). Jednom kad GIcNAc-transferaza
Il katalizira reakciju vezanja rac¢vajuc¢eg GICNAc-a, oligosaharid prestaje biti supstratom

drugih enzima glikozilacije, medu kojima je i fukozil transferaza (Schachter, 1986).

Pomocu navedenih studija validirani su rezultati istrazivanja provedenog nad 1 886 pacijenata
iz DiaGene studije, prvog takvog tipa, koje je opisalo poveznicu izmedu dijabetesa tipa 2 i N-
glikana 1gG-a. Uocena je smanjena galaktozilacija i sijalizacija uz povecanu fukozilaciju N-
glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc-om, ali i smanjenju fukozilaciju molekula bez rac¢vajuceg
GIcNAc-a. Navedene modifikacije povecavaju proupalni potencijal 1gG-a za koji je dokazano

da ima veliku ulogu u patofiziologiji dijabetesa tipa 2 (Lemmers i sur., 2017).
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1.7. Analiza glikozilacije proteina

Heterogenost glikanskih struktura predstavlja velik izazov u njihovoj analizi. Kako bi se
moglo odrediti njihova karakteristicna svojstva, ukljucujuci lokalizaciju na proteinu, strukturu
I zastupljenost, analiza glikana cesto zahtijeva koristenje komplementarnih metoda (Zhang i
sur., 2016). Razlikujemo tri razlicita pristupa analitici glikana. Oni uklju¢uju karakterizaciju
glikana na intaktnim glikoproteinima, na glikopeptidima te analizu oslobodenih glikana.
Nedostatak analize intaktnih glikoproteina jest nedovoljno dobra separacija njihovih razlicitih
glikoformi, pogotovo kada se radi o proteinu s mnogo glikoziliranih mjesta u strukturi te
ukoliko je sam uzorak dosta kompleksan (Vreeker i Wuhrer, 2017). Velika prednost takvog
pristupa jest detekcija i odredivanje kompletnih glikanskih molekula, ukljuéujuéi i one visoko
kompleksne strukture, ¢ime se dobiva uvid u heterogenost glikozilacije proteina (Zhang i sur.,
2016). Mogucnost to¢ne lokalizacije mjesta dostupnih glikozilaciji na proteinu omogucuje
analiza glikopeptida, koja takoder doprinosi razumijevanju molekularne strukture proteina

uvjetovane glikozilacijom (Vreeker i Wuhrer, 2017).

Oslobadanje oligosaharida s proteina ili polipetida od interesa predstavlja naj¢esce koriSten
pristup u analitici glikana. Proces ne smije biti selektivan prema odredenim glikanskim
obrascima, mora ukljuciti korak efikasnog odvajanja oslobodenih glikana od peptidnih

dijelova molekule te ne smije modificirati strukturu glikana (Merry i Astrautsova, 2003).

1.7.1. Analiza N- i O-glikozilacije proteina

Ovisno o tipu glikozilacije i koli¢ini analita u uzorku, oslobadanje se moze izvrsiti kemijskim

ili enzimskim postupkom (Merry i Astrautsova, 2003; Vreeker i Wuhrer, 2017).

Gotovo sve tehnike oslobadanja O-vezanih glikana vrSe se kemijskim putem, najcesSce
reduktivnom B-eliminacijom, a dobiveni slobodni oligosaharidi nalaze se u reduciranom
obliku (alditoli) §to onemogucuje obiljezavanje fluorescentnom bojom. Samim time dolazi i
do ogranic¢enja u odabiru analiticke metode koja se moze koristiti za njihovu karakterizaciju.
Nedostatak univerzalnog enzima otezava postupak oslobadanja O-glikana enzimskim putem
(Kozak i sur., 2014), za razliku od N-glikana koji se pretezno oslobadaju upravo na taj nacin,
najée$¢e pomocu peptid-N-glikozidaze F (PNGaze F) (Merry i Astrautsova, 2003), enzima
dobivenog iz bakterijske vrste Flavobacterium meningosepticum, te peptid-N-glikozidazom

A, izoliranom iz ploda badema (Wang i sur., 2014). Enzim PNGaza F cijepa vezu izmedu
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asparagina iz polipeptidnog lanca i srznog GlcNAc-a N-glikana (Takahashi i Nishibe, 1978)
(Slika 3).

T:O DEGLIKOZILIRANI
o POLIPEPTID/PROTEIN

a
H
\ [ N
C‘ ‘ : OH OH f OH CH
on o H.0 H,0
c=q
N o ] ° o
RO 2 o °, ‘ - RGHD 9 NH, = ROHO ° OH
Ho Ho. N PNGaza F o e
e NHAC NHAC
NHA

N-GLIKAN VEZAN NA N-GLIKAN U AMINO OBLIKU N-GLIKAN SA SLOBODNIM

ASPARAGINSKI OSTATAK U (NESTABILAN) REDUCIRAJUCIM KRAJEM
POLIPEPTIDU/PROTEINU (STABILAN)

Slika 3. Mehanizam enzimske deglikozilacije polipeptida ili proteina peptid N-glikozidazom
F (PNGazom F).

Vecu efikasnost u oslobadanju N-glikana s glikopeptida pokazuje PNGaza F, dok je prednost
PNGaze A u Sirem spektru supstrata, koji obuhvacaju i N-glikane koji na srznom GIcNAc-u
vezanom za asparaginski ostatak polipeptida sadrze al,3-vezanu fukozu. N-glikani s takvom
strukturom nisu supstrati PNGaze F, a najc¢esce su dio glikoma biljaka 1 beskraljeZnjaka. Za
razliku od PNGaze F koja se efikasno dobiva tehnologijom rekombinantne DNA, koriStenje
PNGaze A zahtijeva kompliciranu metodu ekstrakcije i pro¢is¢avanja. Dodatni nedostatak
PNGaze A je u tome $to se radi o glikoproteinu koji moze deglikozilirati sam sebe, a to
uvelike utjee na krajnje rezultate analize. Upravo zbog vrlo brzog razvoja N-
glikoproteomike, dolazi do sve vece potrebe za novim tipovima PNGaza koje bi obuhvatile
prednosti oba enzima (Wang i sur., 2014). Postoji jo§ nekoliko vrsta enzima koji se rijede
koriste, ali mogu biti od velike vaznosti u odredenim uvjetima i za odredene potrebe analize

(Merry i Astrautsova, 2003; Royle i sur., 2006).

Kako bi se osigurala dostupnost svih supstrata enzimu i oslobadanje svih N-glikana,
glikoprotein je potrebno prethodno denaturirati (Royle i sur., 2006a). U tu svrhu koristi se
anionski detergent natrijev dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS), ¢ime se
smanjuje koli¢ina enzima potrebna za potpunu deglikozilaciju glikoproteina (Tarentino i sur,
1985).
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1.7.2. Visokoproto¢na metoda analize N-glikana

Kako bi se osigurala to¢nost, preciznost i reproducibilnost rezultata istrazivanja ljudskog
glikoma, bilo je nuzno razviti robustnu, ucinkovitu i isplativu metodu, koja ¢e takoder
omoguciti analizu velikog broja uzoraka u $to kra¢em vremenu (Huffman i sur., 2014). Jedna
od najéesce koriStenih analitickih tehnika je tekucéinska kromatografija ultra-visoke
djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) s fluorescencijskom
detekcijom obiljeZenih i proc¢is¢enih glikana razdvojenih na temelju njihove hidrofilnosti

(HILIC) (Huffman i sur., 2014; Spagou i sur., 2011; Zhang i sur., 2016).

HILIC analiza smatra se podvrstom normalno-fazne kromatografije zbog uporabe hidrofilne
stacionarne i hidrofobne mobilne faze (Boersema i sur., 2008), ali ono §to ih razlikuje jest
dosta kompleksniji separacijski mehanizam HILIC metode (Buszewski i Noga, 2012) te njena
moguénost koriStenja otapala koja se mijeSaju s vodom u razli¢itim omjerima. Time se
omogucuje gradijent koncentracije mobilne faze tijekom analize i bolje razdvajanje analita
(Boersema i sur., 2008), ali i bolja topljivost polarnih analita u takvim otapalima (Buszewski i
Noga, 2012).

Retencijski mehanizam u HILIC analizi temelji se na razdjeljivanju analita izmedu vodene
faze, koju predstavlja adsorbirani sloj molekula vode na stacionarnoj fazi, i hidrofobnije
mobilne faze (Hemstrom i Irgum, 2006). Sto je analit hidrofilniji ima dulje retencijsko
vrijeme, a eluacija svih molekula s kolone postize se postupnim povecavanjem udjela vode u
mobilnoj fazi, odnosno povecanjem njene hidrofilnosti (Boersema 1 sur., 2008). Na
hidrofilnost molekule utje¢u njena veli¢ina, naboj, sastav i struktura te razgranatost i veze
izmedu jedinica. Separacija strukturnih izomera takoder je moguca, a upravo je to jedna od

vaznijih karakteristika HILIC analize (Marifio i sur., 2010).

Zbog nedostatka kromoforne i/ili fluoroforne skupine, glikane je potrebno derivatizirati sto se
postize postupkom reduktivne aminacije koriste¢i pritom 2-aminobenzamid (Slika 4) (eng. 2-
aminobenzamide, 2-AB) kao jednu od najces$ce koriStenih fluorescentnih oznaka zbog njene
kompatibilnosti s brojnim glikoanalitickim i detekcijskim metodama (Marifio i sur., 2010;
Ruhaak i sur., 2010; Vreeker i Wuhrer, 2017; Zhang i sur., 2016). Time se postize detekcija

glikanskih struktura, ¢ak i onih prisutnih u femtomolarnim koli¢inama (Royle i sur., 2006a).

S obzirom na to da se obiljezavanje odvija na reduciraju¢em kraju oligosaharida, jedna

molekula 2-AB reagira samo s jednim glikanom, odnosno stehiometrijski omjer u kojem se
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odvija reakcija jest 1:1 (de Pra i sur., 2016; Guile i sur., 1996; Royle i sur., 2006b).
Neselektivno obiljezavanje oslobodenih glikana 2-AB-om omoguéuje kvantitativnu analizu

njihovih relativnih koli¢ina, neovisno o tome sadrze li naboj ili ne (Marifio i sur., 2010, Royle

i sur., 2008).
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Slika 4. Mehanizam fluorescentnog obiljezavanja reducirajuéeg kraja glikana. Primarna
amino skupina fluorescentne oznake reagira s aldehidnom skupinom glikana te nastaje
Shiffova baza (imin) koji se dalje reducira uz reducens do sekundarnog amina. Kratice: 2-AB

— 2-aminobenzamid, PB — 2-pikolin boran.

Kromatografski profil obiljezenih glikana usporeduje se s profilom oligomera glukoze,
dobivenih hidrolizom dekstrana, koji su takoder fluorescentno obiljezeni 2-AB-om
(,,dekstranske ljestve®, eng. dextran ladder). Analizom linearnih glukoznih oligomernih
lanaca dobivena retencijska vremena rastu s brojem monomera, a taj broj nazivamo
glukoznim jedinicama (eng. glucose units, GU) te on sluzi za prikaz retencijskih vremena
glikana analiziranog uzorka (de Pra i sur., 2016; Guile i sur., 1996; Royle i sur., 2006b).
Eluacijom na mjestu odredenog pika u kromatogramu moze se pretpostaviti struktura glikana

te pokusati interpretirati glikanski profil uzorka (Guile i sur., 1996).
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1.7.3. Utjecaj obrade uzoraka na rezultate analize

Metode analize uklju¢uju dugotrajan proces obrade i inkubacije uzoraka te postoji velika
mogucnost gubitka analita putem nespecificnih interakcija s laboratorijskim posudem ili
uredajima. Rezultat su izmijenjena svojstva analita i/ili smanjenje njegovog signala prilikom
detekcije. Upravo zato vrlo je vazno prevenirati takve gubitke, pogotovo kod analita prisutnih
u vrlo niskim koncentracijama. KoriStenjem relevantnih kontrola i standarada uspijeva se
donekle kompenzirati takve nepovoljne dogadaje, medutim, problem nastaje kad dode do
gubitaka tolikih razmjera da je onemogucena detekcija preostale koncentracije analita (Dixit i

sur., 2011).

1.7.4. Adsorpcija proteina na grani¢nu povrSinu uzorka i évrste tvari

Tijekom analize protutijela se pasivno adsorbiraju na ¢vrstu fazu laboratorijskog pribora
izradenog najcesce od polistirena, polipropilena ili polivinil klorida. Mehanizam nije sasvim
razjaS$njen, a sam proces dovodi do varijacija medu razli¢itim analiziranim Serijama uzoraka

(French, 1986).

Svojstvo vecine proteina jest da su velike amfipatske molekule $to ih €ini povrSinski aktivnim
molekulama i stvara problem u kontroli njihove grani¢ne adsorpcije. Za takve interakcije su
odgovorne intermolekularne, ali i intramolekularne sile (Hlady i Buijs, 1996; Mathes, 2010)
koje mogu dovesti do promjene u konformaciji proteina nakon adsorpcije (Barbucci i
Magnani, 1994; Kowalczyk i sur., 1994; Steadman i sur., 1992; Vermeer i sur., 1998) §to
moze rezultirati velikom razlikom u adsorpciji 1 desorpciji proteina, odnosno dovesti do toga
da je karakter adsorpcijskog procesa ireverzibilan. TeSko je utvrditi toan razmjer tih
konformacijskih promjena, locirati ih, a jo§ teze predvidjeti ih. Potrebno je definirati i
okarakterizirati to¢éne modele povrSina kako bi se uspjeSno proucavala adsorpcija (Hlady 1

Buijs, 1996).

U nacelu, sile koje doprinose interakcijama izmedu proteina i povrSine jesu one
elektrostatskog karaktera izmedu proteina 1 otapala te proteina 1 povrSine. Najvaznije od njith
su van der Waalsove sile, hidrofobne sile i Coulombove sile, ali velik je i doprinos same
strukturne reorganizacija proteina (Bremer, 2001; Hlady i Buijs, 1996). Primjerice, adsorpcija
molekula na povrSinu polistirena dogada se zbog intermolekularnih van der Waalsovih

privla¢nih sila koje se prvenstveno temelje na polarnosti molekula, odnosno razlikuju se
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molekule sa stalnim i s induciranim dipolom. Van der Waalsove sile su oko sto puta slabije od

ionskih i kovalentnih sila (Esser, 2010).

Iako je promjena funkcije i konformacije proteina nakon povrsinske adsorpcije izuzetno bitna,
u ovom kontekstu vazniji su gubitci u koncentraciji koji prate adsorpciju 19G-a na povrsinu
laboratorijskog posuda (Cooper 1 sur., 1995) jer gubitak analizirane tvari moze imati velik
utjecaj na rezultate analize, pogotovo kada su koncentracije analita veoma malene, a matriks
vrlo kompleksan (Dixit i sur., 2011). Istrazivanje na filmovima etilen-vinil acetata (eng.
ethylene-vinyl acetate, EVA) pokazalo je da njegovom modifikacijom mozemo sprijeciti
vezanje 1gG-a, koncentracije 2,5 ppm, u posudi od 50 mL ukupne povrsine 200 cm?, dak za
32 %. Kod ve¢ih koncentracija (50 ppm) Vezanje za povrsinski film dovodi do gubitka od
samo 4 % te njegove modifikacije nisu toliko neophodne (Cooper i sur., 1995). Kako bi se
pokusala smanjiti adsorpcija 19G-a, takoder se proucavalo dodavanje surfaktanata, drugih
proteina te visokih koncentracija soli u analiziranu otopinu (Felgner i Wilson, 1976;
Macritchie, 1978).

Koliko adsorpcija 1gG-a na povrsinu ¢vrstih tvari uzrokuje njegove konformacijske promjene
i gubitak funkcije, nedovoljno se proucava iako moze uvelike utjecati na rezultate
istrazivanja, bilo da se radi o namjernoj ili slu¢ajnoj adsorpciji (Huang 1 sur., 2017). Svaki
peptid ima svoja jedinstvena svojstva vezanja i svaka povrSina reagira s razli¢itim skupinama
na peptidu te ne postoji materijal koji bi bio pogodan za sve vrste proteinskih molekula.
Prema tome, kao najbolja opcija ostaje individualno eksperimentalno odredivanje optimalnog

materijala koji ¢e se koristiti tijekom analize (Goebel-Stengel i sur., 2011).
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1.8. Pretilost

Pretilost je stanje prekomjernog nakupljanja masnog tkiva u organizmu (Lokuruka, 2013).
Definira se i kao metabolicki poremecaj kojeg prate brojni komorbiditeti. Osim §to utjece na
zivot pojedinaca, to je ujedno bolest koja izuzetno Steti drustvu i iz ekonomskog aspekta.
Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organisation, WHO) opisuje pretilost
kao jedan od najuocljivijih javnozdravstvenih problema kojem se, istovremeno, pridaje
najmanje paznje, kako u razvijenim, tako i u zemljama u razvoju (Haslam 1 James, 2005).
BMI se opisuje kao pokazatelj uhranjenosti odraslih osoba, a jednak je koli¢niku tjelesne
tezine iskazane u kilogramima (kg) i kvadratu visine pojedinca iskazane u kvadratnim
metrima (m?). Prema kategorizaciji WHO-a, BMI veéi od 25,0 kg m™ smatra se stanjem
prekomjerne tjelesne teZine, a vrijednosti iznad 30,0 kg m™ ukazuju na stanje pretilosti. Svrha
indeksa je u tome da se uzima u obzir kao jedan od rizicnih faktora odredenih bolesti

povezanih s prekomjernom tjelesnom tezinom i pretilo§¢u (www.euro.who.int).

Prema podatcima WHO-a za 2016. godinu, vise od 1,9 milijardi odraslih osoba (oko 39 %
ukupne svjetske populacije) starijih od 18 godina, ukljucujuéi i osamnaestogodi$njake, ima
prekomjernu tjelesnu tezinu. Medu njima je vise od 650 milijuna pretilih (oko 13 % ukupne
svjetske populacije). Zenski spol brojéano nadmasuje muski unutar obje navedene kategorije

(www.euro.who.int).

1.8.1. Pretilost i dijabetes tipa 2

BMI vrijednost iznad 21 kg m™ prate povecani rizici od dijabetesa tipa 2, hipertenzije i
dislipidemije $to uvelike smanjuje ocekivano trajanje zivota (Haslam i James, 2005). Jedna od
mana BMI klasifikacije jest da prilikom izra¢una ne uzima u obzir sastav tijela (Goossens,
2017) i samim time ne razlikuje prekomjernu tjelesnu tezinu od misi¢ne hipertrofije. Unato¢
svim nedostatcima, BMI i dalje sluzi kao vrlo korisna mjera procjene opceg stanja neke
populacije (Lokuruka, 2013) i visoko je povezan s incidencijom dijabetesa tipa 2, hipertenzije,
kardiovaskularnih bolesti i kolelitijaze (Kopelman, 2000). To je posebice vidljivo u
visegodisnjoj studiji koja je pratila povezanost promjene tjelesne tezine i rizika od dijabetesa
tipa 2 u viSe od stotine tisu¢a zdravih Zena. Nakon korekcije dobi, ishod je ukazao na to da
porast BMI vrijednosti zaista jest glavni rizi¢ni faktor za obolijevanje od dijabetesa tipa 2
(Colditz, 1995).
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Najznacajnije metabolicke promjene povezane s pretiloS¢u i akumulacijom adipoznog tkiva
jesu poremecena tolerancija glukoze, smanjena osjetljivost stanica na inzulin te
hiperinzulinemija (Frayn i Coppack, 1992) koje naposljetku dovode do trajne hiperglikemije i

promjene lipidnog statusa u krvnoj plazmi (Koppelman, 2000).

Ve¢ su i studije na cCetiri sveuciliSta iz sedamdesetih i osamdesetih godina 20. stoljeca
pokazale ¢vrstu poveznicu izmedu pretilosti i dijabetesa tipa 2 kod mladih musSkaraca bez
Secerne bolesti u obiteljskoj anamnezi. Unos prekomjerne koli¢ine hrane tijekom Sest mjeseci
rezultirao je povecanjem tjelesne mase i individualnih BMI vrijednosti, a stanje je pratilo i
povisenje vrijednosti inzulina, glukoze i triglicerida u krvi izmjerenih nataSte te smanjena
osjetljivost stanica na glukozu (Sims i sur., 1973). Studija iz 2001. godine opisuje utjecaj BMI
vrijednosti, opsega struka te omjera opsega struka i bokova na moguc¢nost pojave dijabetesa
tipa 2 u starijoj zivotnoj dobi kod pojedinaca uklju¢enih u ispitivanje. Svi parametri pokazali
su pozitivnu Kkorelaciju (Stevens i sur., 2001). Nadalje, dvanaestogodi$nja studija iz 1999.
godine ukazuje na povezanost porasta BMI vrijednosti i rizika od dijabetesa tipa 2.
Dugotrajnost stanja prekomjerne tjelesne tezine i pretilosti takoder je u velikoj mjeri

pridonjelo porastu rizika od te bolesti (Wannamethee i Sharper, 1999).

1.8.2. Pretilost i kroni¢na upala

Da je visceralno adipozno tkivo jedan od mogucih uzroka metabolickih bolesti (Fontana i sur.,
2007; Koster i sur., 2010; Panagiotakos i sur., 2005) dokazala je studija na 25 enormno
pretilih osoba kod kojih su pronadene povecane koncentracije proupalnih citokina izlu¢enih iz
adipocita (adipokini), posebice proupalnog IL-6. Njegove koncentracije direktno koreliraju s
koncentracijama CRP-a §to upucuje na povezanost visceralnog masnog tkiva i sistemske
upale u pretilih osoba. Za IL-6 je dokazano i da se nalazi u pozadini razvoja dijabetesa tipa 2 i
CVD-a te je jedan od uzroka metaboli¢kih poremecaja u organizmu (Fontana i sur., 2007;
Wang i sur., 2013).

1.8.3. Dijabetes tipa 2 i kroni¢na upala

Sve vise podataka ukazuje na Cvrstu povezanost izmedu kroni¢ne upale i dijabetesa tipa 2
pracenog inzulinskom rezistancijom (de Luca i Olefsky, 2008; Mavridis i sur., 2008; Xu i

sur., 2003). Jedan od markera upale jest Cesto istrazivan proupalni citokin faktor nekroze
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tumora-alfa (eng. tumor necrosis factor-alpha, TNF-a) kojeg dominantno lu¢e monociti i
makrofazi, a ima velike bioloSke utjecaje na metabolizam lipida, koagulacijski proces i
endotelnu funkciju (de Luca i Olefsky, 2008). Temeljem studija na zivotinjama doslo se do
saznanja o povisenim koncentracijama tog proupalnog citokina kod pretilih jedinki glodavaca.
TNF-o sintetizira se upravo u adipocitima te mu koncentracija raste paralelno s brojem
masnih stanica. Pokazalo se i to da ima veliki utjecaj na pojavu inzulinske rezistencije, a
samim time i na pojavu dijabetesa tipa 2 (Hotamisligil i sur., 1993; Hotamisligil i Spiegelman,
1994).

Kasnije je dokazan i porast koncentracije glasni¢ke ribonukleinske kiseline (eng. messenger
ribonucleic acid, mRNA) za TNF-a receptor u adipoznom tkivu pretilih ljudi kao i
medusobna ovisnost koncentracije inzulina u krvi i BMI vrijednosti o koncentraciji TNF-a
(Hotamisligil i sur., 1995). U studiji koja je ukljucivala 18 pretilih Zena, podvrgnutih operaciji
ugradnje ZeluCane premosnice zbog prekomjerne debljine, dokazane su povecane
koncentracije MRNA za TNF-a receptore kao i za sam ligand TNF-o u uzorcima adipoznog
tkiva (Hube i sur., 1999).

lako se kao glavni marker kroni¢ne upale proucavao najéeS¢e TNF-a, studije na ostalim
proteinima i upalnim medijatorima, koji su takoder bili u odredenoj mjeri eksprimirani kod
pretilih osoba, samo su dodatno potvrdile tezu da je dijabetes tipa 2 stanje kroni¢ne upale
organizma (Alissa i sur., 2016; de Luca i Olefsky, 2008; Festa i sur., 2001; Panagiotakos i
sur., 2005). Novija istrazivanja okrecu se dijagnostici, odnosno ispitivanjima moze li se
dijabetes tipa 2 predvidjeti na temelju poviSenih koncentracija odredenih biomarkera upale
(Badawi i sur., 2010; Pradhan, 2001).
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1.9. Barijatrija (kirursko lijecenje pretilosti)

UravnoteZena i regulirana prehrana, fizicka aktivnost i lijekovi temelj su lijeCenja dijabetesa
tipa 2. Dugoro¢no gledano, sama promjena zivotnog stila pojedinca ne daje ocekivane
rezultate te se, unato¢ tome $to broj lijekova raste iz dana u dan, ne uspijeva postici adekvatna
kontrola razine glukoze u krvi. Nadalje, ve¢ina antidijabetika uzrokuje porast tjelesne mase te
ima vrlo visok rizik uzrokovanja hipoglikemije. U slu¢aju neuspjeha konvencionalne terapije,
ugradnja zeluCane premosnice pokazala se vrlo dobrom alternativom smanjivsi pojavnost

komorbiditeta dijabetesa tipa 2 kao i sam prate¢i mortalitet (Rubino i sur., 2010).

Barijatrijska kirurgija jest grana kirurgije koja se bavi kirurskim lijeCenjem debljine. Zahvati
koje uklju¢uje mogu biti takvi da reduciraju obujam Zzeluca, a samim time i unos hrane
(restrikcijski), ili se mogu temeljiti na zaobilazenju dijelova tankog crijeva u kojima se odvija
apsorpcija hranjivih tvari (malapsorpcijski). Navedeni zahvati mogu se i kombinirati. Kona¢ni
rezultat je promjena u anatomiji gastrointestinalnog trakta, a samim time i smanjen kalorijski

unos hrane.

U skupinu restrikcijskih zahvata ubrajaju se vertikalna gastroplastika (eng. sleeve
gastrectomy, SG) i podvezivanje Zeluca podesivom zelu¢anom vrpcom (eng. laparoscopic
adjustable gastric banding, LAGB). Proksimalna Roux-en-Y zeluana premosnica (eng.
Roux-en-Y gastric bypass, RYGB) te zaobilaZzenje Zuci i gusterace (eng. biliopancreatic
diversion, BPD) predstavnici su kombinacije operativnih tehnika kojima se smanjuje i unos
hrane i njena apsorpcija. Potonji su pokazali i bolje rezultate u dugoro¢noj kontroli dijabetesa
tipa 2 od restrikcijskih zahvata (Buchwald i sur., 2009; Koliaki i sur., 2017; Shah i Laferrére,

2017; www.cochrane.org/hr; www.hdd-hlz.orq).

Prema smjernicama Nacionalnih instituta za zdravlje (eng. National Institutes of Health, NIH)
trenutne indikacije za barijatrijsku operaciju uklju¢uju BMI jednak ili visi od 40 kg m? uz
prisustvo barem dva komorbiditeta pretilosti. Jedan od njih je i dijabetes tipa 2, koji
opravdava kirurSku intervenciju i kod bolesnika s BMI vrijednos¢u manjom od 35 kg m?,

ukoliko se tjelesna masa nije uspjela smanjiti ni s jednim drugim terapijskim pristupom.

S obzirom na to da je dijabetes tipa 2 progresivna bolest karakterizirana neprestanim
pogorsanjem funkcije B-stanica gusterace, endokrinolozi podrzavaju proces naglog gubitka

tjelesne tezine ve¢ u poCecima bolesti. Zato se i razmatra provodenje barijatrijskog zahvata
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Sto ranije kako bi se saCuvala funkcija p-stanica te usporila progresija mikro- i

makrovaskularnih komplikacija bolesti (Kashyap i sur., 2010).

1.9.1. Barijatrijska kirurgija u kontroli pretilosti i dijabetesa tipa 2

U prvoj polovici 20. stolje¢a razne studije zabiljezile su porast kontrole glikemije kod
pacijenata koji su zbog pepticke ulkusne bolesti ili karcinoma Zzeluca podvrgnuti
gastrektomiji, odnosno kirur§skom postupku odstranjenja dijela Zeluca ili njegovom potpunom
uklanjanju (Schwarz i sur., 1996; www.medicinenet.com). Time je zapocelo intenzivno
proucavanje barijatrijskih zahvata u lije¢enju pretilosti i dijabetesa tipa 2 (Shah i Laferrere,
2017).

Studije su pokazale kako barijatrijski zahvati provedeni nad pretilim pacijentima imaju
dugotrajan utjecaj na smanjenje tjelesne tezine te na poboljsanje razina inzulina, glikiranog
hemoglobina i glukoze u krvi. Dolazi do smanjenja rizika od komorbiditeta koji prate
dijabetes tipa 2, a najces¢i od njih su opstruktivna apneja, osteoartritis i kardiopulmonalni
arest. Ujedno se postize optimizacija krvnog tlaka, smanjenje incidencije hiperlipidemije,
poboljsanje stila Zivota pacijenata i sSmanjenje sveukupnog mortaliteta (Pories i sur., 1995;
Schauer i sur., 2003; Sjostrom i sur., 2004).

Nevjerojatan je stupanj normalizacije glikemije vrlo brzo nakon operacije, a remisija
dijabetesa tipa 2 traje godinama. Kontrola bolesti puno je ucinkovitija od one postignute
terapijskim intervencijama 1 promjenom zivotnih navika. Postavljaju se brojne teorije 1
istrazuju razni faktori koji bi mogli razjasniti zaSto to¢no dolazi do navedenog poboljSanja

bolesti (Abbasi, 2017; Catoi i sur., 2015).

1.9.2. Dugoroc¢ni udinci barijatrijskog zahvata

Smanjenjem tjelesne tezine niskokalorijskom dijetom koja prethodi barijatrijskom zahvatu
dolazi do pada u velicini jetre, koli¢ini intercelularne masti u jetri i adipoznog tkiva. Smanjen
je 1 rizik od nezeljenih dogadaja koji prate zahvat i povecana je uspjeSnost same operacije
(Colles i sur., 2006; Edholm i sur., 2010; Lewis i sur., 2006). Time je dokazano kako je
neoperativnim mjerama takoder moguce postici slicne rezultate brzog poboljSanja kontrole
glukoze u krvi i inzulinske rezistencije kao i barijatrijskim metodama (Catoi i sur., 2015), ali

krucijalna razlika operacije i dijete jest u tome $to je gotovo nemoguce odrzati pretile osobe
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na takvom restriktivnom unosu hrane dulji vremenski period u svrhu zadrzavanja svih
poboljsanja koja prate taj nagli pad tjelesne mase (Abbasi, 2017). Ono $to je dodatna prednost
jest da nakon operacije zeluca dolazi i do znacajnih terapijskih ishoda koji se ne mogu postici
smanjenjem tjelesne tezine iskljucivo dijetom. Glavni mehanizmi u pozadini tih povoljnih
metaboliCkih efekata ukljuGuju promjene u sastavu i raznolikosti mikrobiote
gastrointestinalnog trakta, povecanje metabolicke aktivnosti smedeg adipoznog tkiva,
promjene u protoku i sastavu Zu¢nih kiselina, poboljsanje inzulinske osjetljivosti stanica jetre
i skeletnog miSi¢ja te promjene u funkciji B-stanica guSterace i metabolizma glukoze u

probavnom sustavu (Chondronikola i sur., 2016).

Jedna od hipoteza remisije dijabetesa tipa 2 nakon operacije Zeluca jest da je tome uzrok nagla
normalizacija Kkoncentracije inzulina nataste, ovisna isklju¢ivo o uklanjanju dijela
gastrointestinalnog trakta (Reed i sur., 2011). Druge teorije ukljucuju inkretinski sustav, za
koji se pokazalo da ima veliku ulogu u nastanku dijabetesa tipa 2, te ostale hormonske sustave
koji reguliraju rad gastrointestinalnog trakta. Ovisno o vrsti zahvata i dijelu probavnog
sustava koji se zaobilazi operacijom, dolazi do stabilizacije u izluéivanju razli¢itih hormona

nakon barijatrijskog zahvata (Catoi i sur., 2015).

1.9.3. Utjecaj barijatrijskog zahvata na N-glikom

Sve do ove godine nije zabiljezeno proucavanje utjecaja barijatrijskog zahvata na ljudski
glikom. U istrazivanju koje je ukljucivalo 54 zene, starije od 18 godina, podvrgnute RYGB ili
SG zahvatu, pracene su promjene u vrijednostima GlycA, kao i promjene u koncentracijama
ostalih varijabli povezanih s kroni¢nom upalom i pretilos¢u. Vrlo visoke vrijednosti GlycA
prije operacije snizavaju se tijekom 12 mjeseci sve do razine kontrolne skupine (zdravi
pojedinci normalne tjelesne tezine), iako je gotovo polovica pacijenata i dalje ostala u

kategoriji pretilih osoba (Manmadhan i sur., 2019).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

U prvom dijelu ovog diplomskog rada pokuSalo se unaprijediti metodu analize N-glikana,
otpustenih s imunoglobulina G, testiranjem utjecaja KkoriStenog plasticnog potrosnog
materijala u predanalitiCkom koraku. Naime, vecina laboratorija i dalje koristi plasti¢ne
ploc¢ice za sakupljanje uzoraka s 96 jazica, ali nisu sve jednakih svojstava i treba biti oprezan

prilikom izbora i koristenja istih tijekom analize (Lundblad, 2011).

U analizi profila N-glikana 1gG-a nalazi se korak izolacije protutijela iz uzoraka plazme,
nakon kojeg slijedi ukoncentriravanje izolata 19G-a, sakupljenog u jednu takvu plasti¢nu
ploc¢icu, u vakuum uparivacu. OsuSeni IgG stvara interakcije s unutarnjom povr§inom jazica
te se mora temeljito i intenzivno resuspendirati otopinom SDS-a kako bi se denaturacija
mogla provesti u potpunosti. 1gG Kkoji je potencijalno zaostao na grani¢noj povrsini materijala
i otopine, nece biti denaturiran te njegovi N-glikani nec¢e biti dostupni enzimskom
oslobadanju, $to moze rezultirati smanjenjem signala prilikom detekcije, odnosno odredeni
postotak glikoma IgG-a neée biti ukljuéen u kona¢ne rezultate Cija je relevantnost time
naruSena. Stoga, kako bi se ispitale mogucnosti poboljSanja osjetljivosti postojeée metode, Sto
je posebno vazno u slucajevima ograni¢ene pocetne koliCine analita, paralelno je ispitan
utjecaj rutinski koristenih plocica za sakupljanje uzoraka i novih ,low-bind“ plocica. Na
temelju dobivenih rezultata odabran je najpovoljniji nacin pripreme glikana, koji je nadalje

koristen u svim predstoje¢im eksperimentima.

Promjene u glikozilaciji uoc¢ene su u mnogim akutnim i kroniénim upalnim bolestima. Mogu
biti vrlo specifi¢ne te sluziti i u svrhu dijagnostike i u svrhu lijecenja. Za razliku od akutnih
upalnih bolesti koje karakteriziraju brojni visokodinamicni procesi i teSko je odrediti tocan
pocetak promjena glikozilacije karakteristicnih upravo za te procese, za kronicne bolesti
postoji mnogo viSe podataka u literaturi zahvaljujuéi dugotrajnosti samog procesa upale
(Gornik 1 Lauc, 2008; Varki 1 sur., 2017). Nigdje nije vaznost prepoznavanja glikanskih
struktura toliko dobro opisana kao tijekom infekcije i u imunoloSkom odgovoru organizma
(Schnaar, 2016), a sve se viSe proucava njihova prognosticka, dijagnosti¢ka i terapijska

vrijednost upravo u upalnim bolestima organizma (Akinkuolie i sur., 2014).

Iz godine u godinu raste broj studija koje se bave proucavanjem humanog N-glikoma i
njegovih promjena u vrlo kompleksnoj metaboli¢koj i upalnoj bolesti kao $to je dijabetes tipa

2 (Lemmers i sur., 2017). S obzirom na dugotrajnu remisiju dijabetesa tipa 2 nakon
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barijatrijskog zahvata (Reed i sur., 2011) pretpostavlja se da dolazi i do smanjenja kroni¢ne
upale kao jedne od temeljnih karakteristika bolesti (de Luca i Olefsky, 2008; Mavridis i sur.,
2008; Xu i sur., 2003).

Cilj ovog istrazivanja bio je analizirati promjene u N-glikozilaciji imunoglobulina G i
ukupnih glikoproteina plazme ispitanika podvrgnutih ugradnji ZeluCane premosnice,
uzorkovanih neposredno prije i Sest mjeseci nakon barijatrijskog zahvata. Istrazivanje je
provedeno na ograni¢enom broju ispitanika u svrhu procijene korisnosti ispitivanja na mnogo
veéem broju ispitanika kako bi se utvrdila povezanost patofizioloskih promjena koje su se
dogodile kod pacijenata nakon provedenog zahvata, posebice potencijalnog smanjenja
kroni¢ne upale i promjena u N-glikanskim profilima te moguénosti koriStenja uocenih

glikanskih promjena kao prognostickih biljega.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 10 osoba Zenskog spola, starosti od 26 do 59 godina (raspon
varijacije = 33, medijan = 48, interkvartilni raspon = 4,25). Ispitanici su podvrgnuti
barijatrijskom zahvatu kojem je prethodila niskokalori¢na dijeta te su bile kontinuirano
pracene U odredenim vremenskim razmacima uzimanjem uzoraka krvi u epruvete sa
antikoagulansom EDTA. Centrifugiranjem uzoraka krvi odvojila se plazma, te su se potom

uzorci pohranili na -20 °C i ¢uvali na niskoj temperaturi sve do trenutka analize.

Na Zavodu za biokemiju i molekularnu biologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u
Zagrebu zaprimljeno je 20 uzoraka plazme od strane Sveucilista u Oxfordu, medu kojima se
temeljno razlikuju dva tipa. Jedan predstavlja uzorke uzete ispitanicima nakon dijete,
neposredno prije operacije, te je oznacen s V5, a drugi tip uzoraka datira nakon barijatrijskog

zahvata, odnosno 6 mjeseci nakon uzimanja prvog seta, i oznacen je s V8.

Oba seta uzoraka podvrgnuta su visokoproto¢noj metodi analize u svrhu dobivanja N-

glikanskog profila proteina plazme, odnosno IgG-a.
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3.2. Materijali

3.2.1. Standardne kemikalije

= 2-aminobenzamid (eng. 2-aminobenzamide, 2-AB) (Sigma-Aldrich, SAD)

= 2-pikolin boran (eng. 2-picoline borane, PB) (Sigma-Aldrich, SAD)

= acetonitril (eng. acetonitrile, ACN) (J.T. Baker, SAD)

= amonijev bikarbonat (Acros Organics, SAD)

= amonijev formijat (Sigma-Aldrich, SAD)

= dimetil sulfoksid (eng. dimethyl sulfoxide, DMSO) (Sigma-Aldrich, SAD)

= dinatrijev hidrogenfosfat (Na;HPO,) (Sigma-Aldrich, SAD)

= etanol (eng. ethanol, EtOH) (Sigma-Aldrich, SAD)

» ledena octena kiselina (Merck, Njemacka)

= Igepal® CA 360 (eng. octyl phenoxy polyethoxy ethanol) (Sigma-Aldrich, SAD)

= Kalijev dihidrogenfosfat (KH,PO,) (Sigma-Aldrich, SAD)

= Kalijev klorid (KCI) (Sigma-Aldrich, SAD)

» Klorovodi¢na kiselina (HCI) (Kemika, Hrvatska)

= mravlja kiselina (Merck, Njemacka)

= natrijev dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS) (Invitrogen Life
Technologies, Japan)

= natrijev hidroksid (NaOH) (Sigma-Aldrich, SAD)

= natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, SAD)

= tris (hidroksimetil) aminometan (eng. tris (hydroxymethyl) aminomethane, TRIS)
(Sigma-Aldrich, SAD)

3.2.2. Enzimi

= peptid-N-glikozidaza F (PNGaza F) (eng. peptide-N*-(N-acetyl--D-glucosaminyl)
asparagine amidase F, PNGase F) (Promega, SAD)
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3.2.3. Otopine i puferi

fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline, PBS)

- 10xPBS, pH 6,6 (za dobivanje jedne litre pufera izvaze se 80,028 g NaCl, 13,832 ¢
Na,HPOQO,, 2,964 g KH,PO, i 1,976 g KCI te se navedene koli¢ine otope u ultra-
¢istoj vodi do ukupnog volumena od 1 L; smjesa se dobro izmjesa, filtrira te joj se
ispita pH i podesava po potrebi pomoé¢u NaOH (¢ = 1 mol L™); otopina se ¢uva na
sobnoj temperaturi)

- 5xPBS (za dobivanje 200 mL pufera razrijedi se 100 mL 10xPBS-a sa 100 mL
ultra-¢iste vode (v = 1:1) te se otopina profiltrira i ¢uva na 4 °C)

- 1xPBS, pH 7,4 (za dobivanje 1 L pufera razrijedi se 100 mL 10xPBS-a s 900 mL
ultra-¢iste vode (y = 1:9) te se otopina profiltrira i ¢uva na 4 °C)

otopina SDS-a

- 1,33 % SDS (otopi se 1,33 g SDS-a u 100 mL ultra-¢iste vode; otopina se ¢uva na
35°C)

- 2% SDS (otopi se 2,0 g SDS-a u 100 mL ultra-¢iste vode; otopina se ¢uva na 35
°C)

otopina Igepal-a

- 4 %-tni Igepal (otopina se izraduje mijesanjem 2 mL lgepal“-a s 48 mL ultra-¢iste
vode i ¢uva se na 4 °C)

otopina mravlje kiseline

- 0,1 M (c = 0,1 mol L") mravlja kiselina, pH 2,5 (izrada 1 L otopine provodi se
mijesanjem 3,77 mL mravlje kiseline s ultra-Cistom vodom do ukupnog volumena
od 1 L; otopina se ¢uva na 4 °C)

otopina amonijevog bikarbonata

- 1 M (c =1 mol L amonijev bikarbonat (100 mL otopine priprema se otapanjem
79,06 g amonijevog bikarbonata u 100 mL ultra-¢iste vode; otopina se ¢uva na
sobnoj temperaturi)

otopina natrijevog hidroksida

- 0,1 M (c = 0,1 mol L") natrijev hidroksid (za pripremu 500 mL otopine potrebno
je u 500 mL ultra-Ciste vode otopiti 2 g natrijevog hidroksida i nastaviti Cuvati

otopinu na sobnoj temperaturi)
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razrijedeni etanol

- 70 %-tni etanol (140 mL koncentriranog etanola pomijesa se sa 60 mL ultra-Ciste
vode za ukupni volumen otopine od 200 mL; otopina se uvijek priprema svjeza)

razrijedeni acetonitril

- 96 %-tni acetonitril (200 mL otopine dobivamo mijeSanjem 192 mL ¢istog

acetonitrila i 8 mL ultra-Ciste vode; otopina se uvijek priprema svjeza)

3.2.4. Laboratorijska oprema i potro$ni materijal

AB gene PCR plocice (Thermo Scientific, SAD)

Acquity UPLC H-Class (Waters, Milford, SAD)

AcroPrep GHP 0,2 pm filter plo¢ice (Pall Corporation, SAD)

AcroPrep GHP 0,45 um filter ploc¢ice (Pall Corporation, SAD)

analiti¢ka vaga (Explorer™) (OHAUS, SAD)

CIM® protein G monolitska ploica s 96 jaZica (BIA Separations, Slovenija)

filteri za pufere (Nalgene™ Rapid-Flow™, 0,2 um) (Thermo Scientific, SAD)
inkubator (DNI-50, 37 °C) (MRC, lzrael)

,low-bind“ ploCice za sakupljanje uzoraka (Eppendorf Deepwell Protein LoBind
Plates), volumena jaZica od 1 mL (Eppendorf, SAD)

pecénica (DNO-50, 65 °C) (MRC, lzrael)

pipete: jedno- i visekanalne (Rainin) (Mettler Toledo, SAD)

plocice za sakupljanje uzoraka, volumena jazica od 1 i 2 mL (eng. 96-well collection
plates) (Waters, Milford, SAD)

rotacioni vakuum upariva¢ (model Savant™ SC210A SpeedVac™), zamka za otapalo
(model Savant™ Refrigerated Vapor Traps RVT400) i vakuumska pumpa (model
OFP400) (Thermo Scientific, SAD)

tresilica (model 3023) (eng. vibration shaker) (GFL, Njemacka)

spektrofotometar (The Thermo Scientific NanoDrop 8000 Spectrophotometer)
(Thermo Scientific, SAD)

uredaj za centrifugiranje (Eppendorf centrifuge 5804) (Eppendorf, SAD)

uredaj za filtriranje uz pomo¢ vakuuma (eng. vacuum manifold) i vakuumska pumpa
(Pall Corporation, SAD)

vakumska pumpa (eng. vacuum pump) (Millipore Corporation, SAD)
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3.3. Metode

3.3.1. lzolacija imunoglobulina G iz humane plazme

Afinitetna kromatografija metoda je kojom se IgG izolira iz uzoraka plazme (Puci¢ i sur.,
2011). Nakon odmrzavanja 30 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugiranja 10 minuta na 3
000 g, 70 uL svakog uzorka plazme randomiziranim se postupkom prenese u plocicu za
sakupljanje uzoraka (Waters, Milford, SAD). U nekoliko jazica nalazi se i standard humane
plazme (70 pL) te jedan slijepi, odnosno kontrolni uzorak (eng. blank sample). Potonji sluze
pracenju utjecaja okolisnih ¢imbenika tijekom pohrane i analize na rezultate, odnosno za
provjeru medusobne kontaminacije uzoraka. Zatim se uzorci razrijede 5xPBS-om (y = 1:7) i
prenesu na AcroPrep GHP 0,45 um filter plocicu (Pall Corporation, SAD) te filtriraju u nove
plocice za sakupljanje uzoraka. Uzorci se potom ostave na tresilici (model 3023) (GFL,
Njemacka), a za to vrijeme zapocne Se S pripremom plocice potrebne za visoko-protocno
afinitetno procis¢avanje IgG-a iz uzoraka plazme. U te svrhe koristi se Protein G monolitska
plocica s 96 jazica (BIA Separations, Slovenija) koja se priprema ispiranjem mehanickih
necisto¢a s 2 mL ultra-Ciste vode i 2 mL 1xPBS-a. Eluacija prethodno zaostalih proteina vrsi
se ispiranjem mravljom kiselinom (c = 0,1 mol L™), neutralizacija ploice ispiranjem s 2 mL
10xPBS-a, a uravnotezenje ispiranjem s 4 ml 1xPBS-a. Nakon §to Se uzorci prenesu na
Protein G plocicu i isperu tri puta s 2 mL 1xPBS-a, 1gG se eluira u plo¢icu za sakupljanje
uzoraka s 1 mL mravlje kiseline (¢ = 0,1 mmol L™) i odmah neutralizira sa 170 pL
amonijevog bikarbonata (c = 1 mol L™) te se smjesa dobro resuspendira visekratnim
pipetiranjem. Protein G ploc¢ica se nadalje ispire i pohranjuje za buduce analize. Pomocu
spektrofotometra (The Thermo Scientific NanoDrop 8000 Spectrophotometer) (The Thermo
Scientific, SAD) izmjere se koncentracije 1gG-a u eluatu. Apsorbancija se mjeri na valnoj
duljini na kojoj proteini imaju apsorpcijski maksimum (A = 280 nm). Svjetlost te valne duljine
apsorbiraju prstenovi aromatskih aminokiselina u molekulama proteina. Cistoéa uzorka
odreduje se omjerom apsorbancija na 260 1 280 nm. Uzorak se smatra oneciS¢enim, primjerice

nukleinskim kiselinama, ukoliko je njegova vrijednost veca od 0,6.
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3.3.1. Postupak ispitivanja ,low-bind* plo¢ica

Kako bi se ispitala mogucénost unaprjedenja metode analize N-glikana otpustenih s
imunoglobulina G, paralelno su testirane rutinski koristene ploc¢ice za sakupljanje uzoraka
(Waters, Milford, SAD) i nove ,,low-bind* plo¢ice (Eppendorf, SAD). Eksperiment je izvrSen
neposredno prije analize promjene u N-glikozilaciji imunoglobulina G i ukupnih
glikoproteina plazme ispitanika podvrgnutih ugradnji Zelu€ane premosnice, a na temelju
dobivenih rezultata eksperimenta odabran je najpovoljniji nacin pripreme glikana koji je
nadalje koristen u svim predstoje¢im eksperimentima. Prema protokolima visokoprotocne
metode, koja se koristi za analizu N-glikana (Trbojevi¢-Akmaci¢ i sur., 2015b; Trbojevié-
Akmacic¢ i sur., 2016), analizirane su standardne otopine 1gG-a unutar Cetiri razliite serije
uzoraka koje se medusobno razlikuju po vrsti plo€ice za sakupljanje uzoraka i nacinu
dodavanja otopine SDS-a u njihove jaZice u kojima se nalazi osuSeni IgG. Prva serija uzoraka
(IB1) predstavlja profil glikana 19G-a dobiven nakon sto se otopina SDS-a dodala uzorku uz
blago resuspendiranje, a druga serija uzoraka (IB2) ukljucuje intenzivnije i temeljitije
resuspendiranje otopine pipetom. U obje serije koristi se rutinski koriStena plocica za
sakupljanje uzoraka (Waters, Milford, SAD). S obzirom na to da je za ,,low-bind“ plocice
definirano da se na njenu povrSinu, zbog kemijske modifikacije 1 njene pojac¢ane hidrofilnosti,
peptidi slabije vezu, ¢ime Se ne zahtijeva pojacano resuspendiranje, treca (IB3) i Cetvrta serija
(IB4) jednake su, po tipu resuspendiranja, prvoj i drugoj, osim §to se radi o drugom tipu

plocice (Eppendorf, SAD).

3.3.2. Deglikozilacija imunoglobulina G i glikoproteina plazme

Postupci koji slijede nakon izolacije imunoglobulina G iz humane plazme izvode se prema
utvrdenim protokolima, visokoprotoénom metodom (Trbojevi¢-Akmaci¢ i sur., 2015b;
Trbojevié-Akmacié i sur., 2016) (Slika 5). Nakon suSenja u uredaju za centrifugu s vakuum
uparivatem, uzorci IgG-a denaturiraju se dodatkom 30 pL 1,33 % SDS-a (y = 13,3 g L) te
inkubacijom u trajanju od 10 minuta na temperaturi od 65 °C. Uzorci plazme (V = 10 pL)
denaturiraju se dodatkom 20 pL 2% SDS-a (y = 20 g L) te inkubacijom 10 minuta na 65 °C.
Od ovog koraka nadalje, postupak je u potpunosti isti za uzorke plazme i IgG-a. Nakon
hladenja dodaje se 10 pL Igepal-a (¢ =4 %), u svrhu deaktivacije suviska SDS-a, te se uzorci

ostave 15 minuta na tresilici. Nakon dodatka Igepal-a, N-glikani se oslobadaju s polipeptida
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dodatkom 10 uL smjese koja se sastoji od 0,12 uL. PNGaze F i ostatak od 5xPBS-a te se
uzorci inkubiraju 18 sati na 37 °C.

3.3.3. Fluorescentno obiljezavanje N-glikana

Postupak obiljezavanja N-glikana provodi se u digestoru. Smjesa potrebna za obiljezavanje
sadrzi fluorescentnu boju 2-AB (y = 19.2 mg ml™) i reducirajuéi agens PB (y = 44.8 mg ml™)
u smjesi ledene octene kiseline i DMSO-a (y = 30:70) (Ruhaak i sur., 2010) (Slika 4).
Svakom uzorku dodaje se 25 pL smjese za obiljezavanje. Uzorci se potom dobro promijesaju,
ostave 10 minuta na tresilici te inkubiraju na temperaturi od 65 °C u trajanju od 2 sata. Nakon
hladenja, u uzorke se dodaje 700 ul ACN-a (¢ = 100 %) i prebacuju se na AcroPrep GHP 0,2
um filter plo¢icu (Pall Corporation, SAD) prethodno pro¢is¢enu s 200 uL EtOH (¢ = 70 %) i
200 pL ultra-Ciste vode te uravnotezenu S 200 uL ACN-a (¢ = 96 %). Nakon kratke
inkubacije na GHP plocici u trajanju od 2 minute, otapalo se uklanja vakuum pumpom i
uzorci se isperu pet puta s 200 pL ACN-a (¢ = 96 %). N-glikani eluiraju se s filter plocice
pomocu ultra-¢iste vode inkubacijom 15 minuta na tresilici i centrifugiranjem 5 minuta na 1
000 g te prikupljaju u AB gene PCR plo¢icu (Thermo Scientific, SAD) kao prva frakcija
eluata. Postupak se ponavlja jos jednom kako bi se prikupila i druga frakcija eluata. PloCica se

zatvori i pohranjuje na -20 °C sve do daljnje uporabe.

3.3.4. HILIC-UPLC analiza N-glikana imunoglobulina G i proteina plazme

Fluorescentno obiljezeni N-glikani razdvajaju se tekuc¢inskom kromatografijom ultra-visoke
djelotvornosti temeljenoj na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC) na Acquity UPLC H-
Class instrumentu (Hoffman i sur., 2014). Instrument se sastoji od kvaterne pumpe (eng.
quaternary solvent manager) koja nudi mogucnost mijeSanja Cetiri razlicita otapala,
automatskog injektora uzoraka (eng. sample manager-flow trough needle, SM-FTN) te
fluorescentnog detektora (eng. fluorescence detector, FLD) podeSenih valnih duljina
ekscitacije (A = 250 nm) i emisije (A = 428 nm). Kontrolu uredaja omogucuje racunalni
program Empower 3 build 3471 (Waters, Milford, USA). Fluorescentno obiljezeni N-glikani
razdvajaju se na temelju hidrofilnosti (Marifio i sur., 2010) pomo¢u Waters BEH Glycan
kromatografske kolone promjera BEH ¢estica 1,7 um, dimenzija 100 x 2,1 mm za razdvajanje
glikana IgG-a te 150 x 2,1 mm za razdvajanje plazmatskih glikana. Mobilna faza sastoji se od
amonijevog formijata (c = 0,1 mol L™) pH vrijednosti 4,4 (otapalo A) i ACN-a (¢ = 100 %)
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(otapalo B). Uzorci se pripremaju mijeSanjem s ACN-om (¢ = 100 %) (v = 25 : 75). Od
pripremljenog volumena u iznosu od 50 pL injektira se 40 uL. Separacija N-glikana 19G-a
odvija se uz linearni gradijent ACN-a od 75 % do 62 % pri brzini protoka od 0,4 mL min™ u
trajanju od 27 minuta, a za separaciju glikana plazme volumni udio ACN-a linearno pada sa
70 % na 53 % tijekom 25 minuta pri brzini protoka od 0,56 mL min™. Temperatura kolone
prilikom analize glikana 19gG-a odrzava se na 60 °C, a kod glikana plazme na 25 °C. Nema
razlike u temperaturi ¢uvanja uzoraka prije injektiranja, a ona iznosi 10 °C. Fluorescentno
obiljeZeni glikani detektiraju se pri valnoj duljini ekscitacije (A = 250 nm) i emisije (A = 428
nm) 2-AB-a. Kao vanjski standard sluzi smjesa obiljezenih i pro¢is¢enih N-glikana 1gG-a ili
proteina plazme, ovisno o analiziranom uzorku. Kalibracija sustava vrsi se pomocu vanjskog
standarda kojeg ¢ine oligomeri glukoze dobiveni hidrolizom dekstrana, takoder fluorescentno

obiljezeni 2-AB-om (,,dekstranske ljestve®, eng. dextran ladder).
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Slika 5. Slikovni prikaz visokoprototne metode analize N-glikana. Kratice: 2-AB — 2-
aminobenzamid, PB -  2-pikolin  boran  (preuzeto i  prilagodeno s

https://planetorbitrap.com/glycan-quantitation).
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3.3.5. Analiza podataka

Automatskom metodom integracije i ru¢nom doradom dobiveni su kromatogrami s 24
kromatografska pika (IGP1-1GP24) N-glikana lgG-a i 39 kromatografskih pikova (GP1-
GP39) N-glikana plazmatskih proteina. Prema vremenu zadrzavanja na koloni (retencijskom
vremenu) odredene su strukture glikana usporedbom s referentnim vrijednostima iz baze

podataka ,,GlycoStore* (baza dostupna na https://glycostore.org/) (Campbell i sur., 2008).

Koncentracije glikana izrazene su kao udjeli ukupne integrirane povrsine (eng. total area

normalization) kako bi se mjerenja razlicitih uzoraka mogla usporedivati.

Opisi N-glikanskih struktura koje eluiraju unutar odredenog kromatografskog pika nalaze se u

Tablici 1 za N-glikom 1gG-a te u Tablici 2 za N-glikom plazmatskih proteina.

Statistika obrada podataka izvriena je pomo¢u ra¢unalnih programa Microsoft Excel® 2010 i
R™ (verzija 3.3.3). Fisherovim egzaktnim testom vjerojatnosti analizirana je razina
znacajnosti razlike izmedu relativnih udjela glikanskih pikova u kromatogramu u dvije
vremenske tocke, a pomocu Wilcoxonovog testa sume rangova provjereno je spadaju li uzorci
u populaciju s istim medijanom, odnosno odredila se njihova razli¢itost. Provedena je
normalizacijska i korekcijska metoda kako bi se umanjila eksperimentalna varijacija
analiziranih setova podataka te su dodatno izracunati derivirani glikanski parametri Koji
objedinjuju specifi¢nosti glikanskih struktura kao §to su galaktozilacija, fukozilacija,

sijalizacija te prisustvo ra¢vajuceg GIcNAc-a (Kristi¢ i sur., 2014).
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Tablica 1. Sastav N-glikoma 1gG-a koji je razdvojen u 24 kromatografska pika (IGP1-1GP24)
metodom HILIC-UPLC. Strukture i prosje¢an udio pojedinog glikana u svakom
kromatografskom piku odredeni su masenom spektrometrijom. Svi N-glikani sadrze osnovnu

strukturu sastavljenu od dva N-acetilglukozamina (GIcNAc-a) i tri manozne jedinice.

Kromatografski Glikanska Lédéo Kromatografski Glikanska L(J;déo
pik struktura (% )' pik struktura (% )'
IGP1 F(6)Al 100 F(6)A2BG 83
IGP2 A2 100 F(6)A1G1S1 8
IGP15
IGP3 A2B 100 A2G1S1 5
IGP4 F(6)A2 100 F(6)A2G2 4
GP5 M5 63 F(6)A2[6]G1S1 63
F(6)A2 37 IGP16a M4A1G1S1 25
GPE F(6)A2B 97 A2BG1S1 13
A2[6]G1 3 F(6)A2[3]G1S1 91
IGP16b
. A2[3]G1 75 F(6)A2[6]BG1S1 9
F(6)A2B 25 A2G2S1 89
IGP17
A2BG1 93 F(6)A2[3]BG1S1 11
IGP8a
F(6)A2[6]G1 7 A2BG2S1 91
IGP18a
IGP8b F(6)A2[6]G1 100 F(6)A2G2S1 9
IGP9 F(6)A2[3]G1 100 IGP18b F(6)A2G2S1 100
IGP10 F(6)A2[6]BG1 100 IGP19 F(6)A2BG2S1 100
IGP11 F(6)A2[3]BG1 100 IGP20 n.p. -
(GP12 A2G2 91 IGP21 A2G2S2 100
F(6)A2[3]BG1 9 IGP22 A2BG2S2 100
1GP13 A2BG2 87 IGP23 F(6)A2G2S2 100
F(6)A2G2 13 IGP24 F(6)A2BG2S2 100
IGP14 F(6)A2G2 100

Kratice strukturnih jedinica: F(6) — srzna fukoza vezana al,6-vezom na unutarnji GIcNAc,
Mx — broj (x) manoza vezan na GIcNAc jedinice osnovne strukture, Ax — broj grana
(GIcNAc-a) vezanih za manoze iz osnovne strukture, A2 — biantenarni (razgranati) glikan s
obje GlcNAc jedinice povezane 1,2-vezom za manoze iz osnovne strukture, B — GICNAc
vezan B1,4-vezom na B1,3-vezanu manozu (ra¢vajuc¢i GIcNAc), Gx — broj galaktoza vezanih
B1,4-vezom na granama, [3]G1 1 [6]G1 oznacava je li galaktoza vezana za GIcNAc povezan s
manozom vezanom B1,3- ili B1,6-vezom za GIcNAc jedinice osnovne strukture, Sx — broj
sijalinskih kiselina vezanih na galaktoze, n.p. — nije poznato (Puci¢ i sur., 2011).
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Tablica 2. Glavne N-glikanske strukture plazmatskog N-glikoma u pojedinim
kromatografskim pikovima (GP1-GP39) dobivenima metodom HILIC-UPLC. Svi N-glikani

sadrze osnovnu strukturu sastavljenu od dva N-acetilglukozamina (GIcNAc-a) i tri manozne

jedinice.

Kromagiokgrafski Glikanska struktura Kromag?kgrafski Glikanska struktura
GP1 FA2 GP21 A2BG2S2
P2 M5 GP22 FA2G2S2

FA2B GP23 FA2BG2S2
GP3 A2[6]BG1 GP24 A3G3S2
GP4 FA2[6]G1 GP25 A3BG3S2
GP5 FA2[3]G1 A3G3S2
GP6 FA2[6]BG1 GPeo FA3G3S2
GP7 M6 GP27 A3G3S3
GP8 A2G2 GP28 A3G3S3
GP9 A2BG2 GP29 FA3G3S3
GP10 FA2G2 GP30 A3G3S3
GP11 FA2BG2 GP31 FA3G3S3
GP12 A2[3]BG1S1 GP32 A3F1G3S3
GP13 FA2[3]G1S1 GP33 A4G4AS3
GP14 A2G2S1 GP34 A4G4S3
GP15 A2BG2S1 GP35 A4F1G3S3
GP16 FA2G2S1 GP36 A4GAS4
GP17 FA2BG2S1 GP37 A4GAS4
GP18 A2G2S2 GP38 A4GAS4
GP19 M9 GP39 A4F1G4S4
GP20 A2G2S2

Kratice strukturnih jedinica: F — kada stoji na pocetku strukture oznacava srznu fukozu
vezanu al,6-vezom na unutarnji GICNAc, Mx — broj (x) manoza vezan na GIcNAc jedinice
osnovne strukture, Ax — broj grana (GIcNAc-a) vezanih za manoze iz osnovne strukture, A2 —
biantenarni (razgranati) glikan s obje GIcNAc jedinice povezane B1,2-vezom za manoze iz
osnovne strukture, A3 — trostruko razgranati glikan s dvije GlcNAc jedinice povezane B1,2-
vezom, a trecom B1,4-vezom za manoze iz osnovne strukture, A4 — Cetverostruko razgranati
glikan s dvije GIcNAc jedinice povezane B1,2-vezom, trecom B1,4-vezom 1 Cetvrtom [B1,6-
vezom za manoze iz osnovne strukture, B — GIcNAc vezan B1,4-vezom na B1,3-vezanu
manozu (ra¢vaju¢i GlcNAc), Gx — broj galaktoza vezanih B1,4-vezom na granama, [3]G1 i
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[6]G1 oznaCava je li galaktoza vezana za GIcNAc povezan s manozom vezanom f1,3- ili
B1,6-vezom za GIcNACc jedinice osnovne strukture, Fx — broj fukoza vezanih al,3-vezom za
antenarni GlcNac, Sx — broj sijalinskih kiselina vezanih na galaktoze (Park i sur., 2018).
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4. REZULTATI

4.1. Promjene N-glikozilacijskih obrazaca imunoglobulina G i
plazmatskih glikoproteina

Fluorescentno obiljezeni glikani IgG-a 1 plazmatskih glikoproteina analizirani su
kromatografskom metodom HILIC-UPLC nakon obrade uzoraka 10 ispitanika, prikupljenih u
dvije vremenske tocke. Izmedu uzimanja uzoraka postoji vremenski odmak od Sest mjeseci.
Prikupljeni podatci ispitanika organizirani su i prikazani metodama deskriptivne statistike.
Svi ispitanici su pretile osobe zenskog spola, starosti od 26 do 59 godina (raspon varijacije =
33, medijan = 48, interkvartilni raspon = 4,25), BMI indeksa od 41,69 do 56,02 (srednja
vrijednost = 48,45, standardna devijacija = 3,77). Karakteristike ispitanika prikazane su u
Tablici 3.

Visokoproto¢nom metodom analize, N-glikani plazmatskih proteina razdvojeni su u 39 (GP1-
GP39), a N-glikani IgG-a u 24 (IGP1-IGP24) kromatografska pika, relativno kvantificiranih
na nacin da svaki pik predstavlja odredeni udio ukupne povr§ine kromatograma, odnosno on
predstavlja udio odredenog N-glikana (ili vise njih) u ukupnom N-glikomu analiziranog
uzorka (Pavi¢ 1 sur., 2018). Izracunati su i derivirani glikanski parametri koji objedinjuju
glikane sa strukturnim slicnostima (Tablica 4, Tablica 5) te su slikovno prikazane samo

relevantne promjene njihovih vrijednosti (Slika 8, Slika 9).

Medusobno su usporedeni rezultati relativnih udjela N-glikana, dobivenih analizom uzoraka
prikupljenih u dvije vremenske tocke, kako bi se dobio uvid u nastale promjene na razini
glikozilacije 19gG-a i plazmatskih proteina Sest mjeseci nakon barijatrijskog zahvata
provedenog nad pretilim pacijentima. Promjene relativnih udjela kromatografskih pikova N-

glikana, prikazane su na Slici 6, odnosno Slici 7, ovisno o tipu analiziranog uzorka.
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Tablica 3. Antropometrijske karakteristike ispitanika izmjerene u dvije vremenske tocke (V5 — preoperativno, V8 — Sest mjeseci nakon

operacije). Pad BMI-ja (podebljane vrijednosti) rezultat je promjene u tjelesnoj masi (podcrtane vrijednosti) postignute dijetom i operacijom.

Broj Dob | Visina | NEEM | gavyevsy | SYS | DA oo | TIRIESR g gy | SYS | DIA
uzorka Spol (V5) (m) masa ) i (V5)/ (Vv5)/ (v8) masa i (v8)/ (v8)/
(V5)/kg mmHg | mmHg (V8)/kg mmHg | mmHg
001 7 48 1,67 1338 47,98 121 97 48 107,2 38,44 113 72
003 Z 48 1,55 108,6 45,20 120 72 48 86,6 36,05 119 73
004 Z 50 1,62 1178 44,89 134 86 50 92,2 35,13 142 96
005 Z 45 1,85 136,2 39,80 117 86 45 110,2 32,20 127 81
006 Z 47 1,625 122.1 46,24 138 81 48 97.9 37,07 143 94
007 Z 60 1,656 124 45,22 131 80 61 100,2 36,54 115 68
008 Vi 50 1,645 1324 48,93 119 69 51 105,8 39,10 100 52
010 Vi 38 1,53 116.9 49,94 127 69 38 92,6 39,56 128 78
011 Z 26 1,61 1415 54,59 115 69 26 110,21 42,48 106 70
012 Z 51 1,6 1219 47,62 177 88 52 94,7 36,99 136 94

*SYS — sistolicki tlak; DIA — dijastolicki tlak; BMI — indeks tjelesne mase
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Slika 6. Usporedba relativnih udjela glikanskih pikova IgG-a prije i Sest mjeseci nakon barijatrijskog zahvata. Crvena boja — vremenska toc¢ka

prije operacije (V5), plava boja — vremenska tocka Sest mjeseci nakon operativnog zahvata (V8).
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Slika 7. Usporedba relativnih udjela glikanskih pikova plazmatskih proteina prije i Sest mjeseci nakon barijatrijskog zahvata. Crvena boja —

vremenska to¢ka prije operacije (V5), plava boja — vremenska tocka Sest mjeseci nakon operativnog zahvata (V8).
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Tablica 4. Derivirani glikanski parametri N-glikana 1gG-a.

Derivirani
glikanski Opis Formula
parametar
Udio agalaktoziliranih struktura
GO ] IGP1 + IGP2 + IGP3 + IGP4 + IGP5 + IGP6
u ukupnom N-glikomu 1gG-a
Udio monogalaktoziliranih
Gl

struktura u ukupnom N-glikomu

1gG-a

IGP7 + IGP8 + IGP9 + IGP10 + IGP11 +
IGP16

G2

Udio digalaktoziliranih struktura
u ukupnom N-glikomu 1gG-a

IGP12 + IGP13 + IGP14 + IGP15 + IGP17 +
IGP18 + IGP19 + IGP21 + IGP22 + IGP23 +
IGP24

SO

Udio asijaliziranih struktura u

ukupnom N-glikomu IgG-a

IGP1 + IGP2 + IGP3 + IGP4 + IGP5 + IGP6
+ IGP7 + IGP8 + IGP9 + IGP10 + IGP11 +
IGP12 + IGP13 + IGP14 + IGP15

S1

Udio monosijaliziranih struktura

u ukupnom N-glikomu 19gG-a

IGP16 + IGP17 + IGP18 + IGP19

S2

Udio disijaliziranih struktura u

ukupnom N-glikomu 1gG-a

IGP21 + IGP22 + IGP23 + IGP24

Udio sijaliziranih struktura u
ukupnom N-glikomu IgG-a

IGP16 + IGP17 + IGP18 + IGP19 + IGP21 +
IGP22 + IGP23 + IGP24

Udio struktura koje sadrze
rac¢vaju¢i GICNAc u ukupnom

N-glikomu IgG-a

IGP3 + IGP6 + IGP10 + IGP11 + IGP13 +
IGP15 + IGP19 + IGP22 + IGP24

HM

Udio oligomanoznih struktura u

ukupnom N-glikomu IgG-a

IGP5

CoreF

struktura u ukupnom N-glikomu

Udio srzno fukoziliranih

19G-a

IGP10 + IGP11 + IGP14 + IGP15 + IGP16 +

IGP1 + IGP4 + IGP6 + IGP8 + IGP9 +

IGP18 + IGP19 + IGP23 + IGP24

Kratice deriviranih parametara: CoreF — srzna fukoza, M — manoza vezana za GIcNAc

jedinice osnovne strukture, B — ra¢vaju¢i GlcNAc, G — galaktoza vezana (1,4-vezom na
manoze, S — sijalinska kiselina vezana za galaktozu
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Tablica 5. Derivirani glikanski parametri N-glikana plazmatskih proteina.

Derivirani
glikanski Opis Formula
parametar
Udio agalaktoziliranih struktura
GO u ukupnom plazmatskom N- GP1 + GP2/2
glikomu
Udio monogalaktoziliranih
Gl struktura u ukupnom GP3 + GP4 + GP5 + GP6 + GP12 + GP13
plazmatskom N-glikomu
Udio digalaktoziliranih struktura | GP8 + GP9 + GP10 + GP11 + GP14 + GP15
G2 u ukupnom plazmatskom N- + GP16 + GP17 + GP18 + GP20 + GP21 +
glikomu GP22 + GP23
Udio trigalaktoziliranih struktura
3 1 ukupnom plazmatskom N- GP24 + GP25 + GP26 + GP27 + GP28 +
glikomy GP29 + GP30 + GP31 + GP32 + GP35
Udio tetragalaktoziliranih
G4

struktura u ukupnom

GP33 + GP34 + GP36 + GP37 + GP38 +

) GP39
plazmatskom N-glikomu
Udio asijaliziranih struktura u
GP1 + GP2/2 + GP3 + GP4 + GP5 + GP6 +
SO ukupnom plazmatskom N-
) GP8 + GP9 + GP10 + GP11
glikomu
Udio monosijaliziranih struktura
GP12 + GP13 + GP14 + GP15 + GP16 +
S1 u ukupnom plazmatskom N-
) GP17
glikomu
Udio disijaliziranih struktura u
GP18 + GP20 + GP21 + GP22 + GP23 +
S2 ukupnom plazmatskom N-
) GP24 + GP25 + GP26
glikomu
Udio trisijaliziranih struktura u
S3

ukupnom plazmatskom N-

glikomu

GP27 + GP28 + GP29 + GP30 + GP31 +

GP32 + GP33 + GP34 + GP35
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Udio tetrasijaliziranih struktura

S4 u ukupnom plazmatskom N- GP36 + GP37 + GP38 + GP39
glikomu
Udio struktura koje sadrze
GP2/2 + GP3 + GP6 + GP9 + GP11 + GP12
B ra¢vajuc¢i GIcNAc u ukupnom
) + GP15 + GP17 + GP21 + GP23
plazmatskom N-glikomu
Udio oligomanoznih struktura u
HM ukupnom plazmatskom N- GP2/2 + GP7 + GP19
glikomu
Udio srzno fukoziliranih GP1 + GP2/2 + GP4 + GP5 + GP6 + GP10 +
CoreF struktura u ukupnom GP11 + GP13 + GP16 + GP17 + GP22 +
plazmatskom N-glikomu GP23 + GP29 + GP31
Udio struktura koje sadrze
AntF antenarnu fukozu u ukupnom GP32 + GP35 + GP39
plazmatskom N-glikomu
_ o _ GP1 + GP2/2 + GP3 + GP4 + GP5 + GP6 +
Udio mono- i biantenarnih
GP8 + GP9 + GP10 + GP11 + GP12 + GP13
LB struktura u ukupnom
) + GP14 + GP15 + GP16 + GP17 + GP18 +
plazmatskom N-glikomu
GP20 + GP21 + GP22 + GP23
GP24 + GP25 + GP26 + GP27 + GP28 +
Udio trostruko i ¢etverostruko
_ GP29 + GP30 + GP31 + GP32 + GP33 +
HB razgranatih struktura u ukupnom

plazmatskom N-glikomu

GP34 + GP35 + GP36 + GP37 + GP38 +
GP39

Kratice deriviranih parametara: CoreF — srzna fukoza, M — manoza vezana za GIcNAc
jedinice osnovne strukture, B — ra¢vaju¢i GlcNAc, G — galaktoza vezana B1,4-vezom na
manoze, S — sijalinska kiselina vezana za galaktozu; AntF — antenarna fukoza povezana al,3-
vezom za sijalinske kiseline, LB — slaba razgranatost N-glikana, HB — visoka razgranatost N-

glikana
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Slika 8. Promjene vrijednosti deriviranih glikanskih parametara 1gG-a u razdoblju od Sest

mjeseci. Crvena boja — vremenska to¢ka prije operacije (V5), plava boja — vremenska tocka

Sest mjeseci nakon operativnog zahvata (V8).
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9. Promjene vrijednosti deriviranih glikanskih parametara plazmatskih proteina u

razdoblju od Sest mjeseci. Crvena boja — vremenska tocka prije operacije (V5), plava boja —

vremenska tocka Sest mjeseci nakon operativnog zahvata (V8).
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Statistickom obradom glikanskih podataka dobivene su odgovarajuce p-vrijednosti. Prema
Tablici 6, odnosno Tablici 7, ovisno o ispitivanom uzorku (1gG ili plazma), vidljivo je da su
p-vrijednosti ve¢inom vece od granice znacajnosti koja iznosi 0,05. IzvrSena je i dodatna
korekcija po Bonferroniju, ¢ime su se postigli strozi uvjeti za definiranje statisti¢ki znacajne
promjene vidljive u rezultatima analize dva seta uzoraka (Armstrong, 2014). Oni rezultati koji
su i pokazivali znac¢ajnost, izgubili su je nakon korekcije na visestruko testiranje. Konacno,
kao relativno znacajni, uzeli su se u obzir oni rezultati s najmanjim iznosom p-vrijednosti. Za
uzorke 1gG-a to su redom IGP4, IGP10, IGP15, IGP16 i IGP20, a za uzorke plazme GP31,
GP18, GP22, GP34, GP24, GP30, GP29 i GP37. Sto se deriviranih glikanskih parametara
tice, neSto znacajnija promjena u N-glikomu 1gG-a uocena je kod glikana koji u strukturi
sadrze ra¢vaju¢i GICNAC (eng. bisecting, B) te kod agalaktoziliranih (GO) i digalaktoziliranih
glikana (G2), a u N-glikomu proteina plazme kod oligomanoznih (eng. high mannose, HM) i

visestruko razgranatih glikana (eng. high branching, HB).

Uz prikaz p-vrijednosti N-glikana i njihovih deriviranih parametara, naveden je i vremenski
efekt, odnosno stupanj promjene prosjecnog relativnog udjela kromatografskih pikova N-
glikana te su slikovno prikazani N-glikani i derivirani parametri kod kojih je taj stupanj
promjene najvise izrazen. Znacajniji pad u relativnom udjelu N-glikana 1gG-a zabiljezen je
kod IGP2, IGP3 i IGP4 te agalaktoziliranih glikana (GO0), a porast kod IGP12, IGP15, IGP20 i
IGP22 te digalaktoziliranih (G2) i sijaliziranih (S) glikana (Slika 10). Kod plazmatskih
glikoproteina najveéi porast relativnih udjela pokazuju GP18, GP24, GP29, GP33, GP37 i
GP39 te tri- i tetragalaktozilirani i sijalizirani glikani (G3, G4, S3, S4), a pad GP1, GP22,
GP31 i GP34 te asijalizirani (SO) i agalaktozilirani glikani (GO) (Slika 11).
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Tablica 6. Prikaz p-vrijednosti, korigirane p-vrijednosti i vremenskog efekta te njegove standardne devijacije za mjerene glikane u uzorku 1gG-a.

Podatci su poredani prema p-vrijednosti, redom od najmanjeg iznosa do najveceg.

Glikan Vremenski Stanfj_arc_i_na p-vrijednost Kor_i_girana Glikan Vremenski Stan_qarq_na p-vrijednost Kor_i_girana

efekt devijacija p-vrijednost efekt devijacija p-vrijednost
IGP4 -0,1004 0,0450 0,0420 0,4439 IGP8 -0,0105 0,0113 0,3624 0,6545
IGP10 0,0503 0,0260 0,0698 0,4439 IGP22 0,1044 0,1112 0,3709 0,6545
B 0,0326 0,0174 0,0795 0,4439 F -0,0013 0,0018 0,4933 0,8221
IGP15 0,0707 0,0387 0,0849 0,4439 IGP1 0,0351 0,0622 0,5744 0,9069
IGP16 0,0386 0,0211 0,0935 0,4439 IGP2 -0,0737 0,1556 0,6379 0,9244
IGP20 0,0915 0,0545 0,1111 0,4439 IGP17 0,0171 0,0382 0,6593 0,9244
GO -0,0805 0,0489 0,1185 0,4439 IGP19 0,0160 0,0427 0,7102 0,9244
G2 0,0533 0,0349 0,1432 0,4439 IGP9 -0,0088 0,0247 0,7217 0,9244
IGP13 0,0583 0,0406 0,1681 0,4439 IGP5 0,0179 0,0536 0,7395 0,9244
IGP12 0,0730 0,0503 0,1706 0,4439 IGP11 0,0108 0,0444 0,8081 0,9697
IGP3 -0,1811 0,1260 0,1775 0,4439 IGP21 0,0114 0,0669 0,8646 0,9936
IGP14 0,0504 0,0361 0,1776 0,4439 IGP6 -0,0080 0,0665 0,9039 0,9936
S 0,0471 0,0367 0,2175 0,4849 IGP7 0,0024 0,0714 0,9737 0,9936
IGP18 0,0653 0,0523 0,2263 0,4849 Gl -0,0002 0,0084 0,9786 0,9936
IGP24 0,0497 0,0479 0,3143 0,6286 IGP23 -0,0005 0,0564 0,9936 0,9936
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Tablica 7. Prikaz p-vrijednosti, korigirane p-vrijednosti i vremenskog efekta te njegove standardne devijacije za mjerene glikane u uzorku

plazme. Podatci su poredani prema p-vrijednosti, redom od najmanjeg iznosa do najveéeg.

Glikan Vremenski Stan-d.ar(.i.na ST Kor_i.girana Glikan Vremenski Stanq.arq.na ST Kor.i.girana

efekt devijacija p-vrijednost efekt devijacija p-vrijednost
GP31 | .0,1513 0,0365 0,0013 0,0684 GP38 0,0623 0,0583 0,2985 0,5650
GP18 0,1479 0,0408 0,0030 0,0802 GO -0,0904 0,0886 0,3159 0,5774
HM -0,0553 0,0172 0,0073 0,1075 GP16 -0,0496 0,0538 0,3653 0,6454
GP22 | 01231 0,0417 0,0109 0,1075 GP8 0,0360 0,0423 0,4011 0,6857
GP34 -0,0947 0,0332 0,0138 0,1075 SO -0,0486 0,0616 0,4340 0,7188
GP24 0,1290 0,0456 0,0138 0,1075 GP15 -0,0268 0,0375 0,4822 0,7591
GP30 0,0746 0,0275 0,0175 0,1075 GP14 0,0247 0,0353 0,4870 0,7591
GP29 0,1663 0,0622 0,0178 0,1075 GP2 -0,0344 0,0520 0,5117 0,7748
GP37 0,1278 0,0475 0,0183 0,1075 GP5 -0,0682 0,1114 0,5421 0,7797
HB 0,0635 0,0277 0,0408 0,2086 GP4 -0,0521 0,0856 0,5443 0,7797
LB -0,0125 0,0056 0,0451 0,2086 GP26 -0,0217 0,0368 0,5591 0,7798
GP12 0,0749 0,0359 0,0515 0,2086 GP21 0,0073 0,0137 0,5945 0,8079
GP33 0,1095 0,0512 0,0517 0,2086 Gl -0,0340 0,0699 0,6276 0,8316
GP7 -0,0770 0,0361 0,0551 0,2086 GP25 -0,0288 0,0708 0,6852 0,8478
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GP27 0,0800 0,0400 0,0655 0,2315 GP3 -0,0318 0,0826 0,7015 0,8478
S3 0,0572 0,0290 0,0742 0,2459 S2 0,0082 0,0242 0,7354 0,8478
GP28 0,0704 0,0387 0,0881 0,2747 GP11 | .0,0255 0,0759 0,7390 0,8478
G3 0,0466 0,0281 0,1179 0,3471 GP23 0,0207 0,0618 0,7392 0,8478
G4 0,0826 0,0507 0,1282 0,3576 GP6 -0,0200 0,0615 0,7457 0,8478
S4 0,0881 0,0569 0,1442 0,3820 GP9 -0,0152 0,0478 0,7518 0,8478
GP32 -0,0716 0,0494 0,1633 0,4122 GP17 | -0,0228 0,0891 0,7995 0,8827
GP36 0,0589 0,0420 0,1795 0,4189 B -0,0066 0,0415 0,8738 0,9451
GP19 -0,0472 0,0335 0,1818 0,4189 GP10 | .0,0099 0,0745 0,8939 0,9475
GP35 -0,0686 0,0512 0,1943 0,4291 S1 0,0008 0,0202 0,9684 0,9944
GP39 0,1142 0,0856 0,2053 0,4351 G2 0,0004 0,0166 0,9791 0,9944
GP1 -0,1180 0,1054 0,2725 0,5554 GP20 0,0002 0,0308 0,9944 0,9944
GP13 -0,0904 0,0842 0,2905 0,5650
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Slika 10. Slikovni prikazi promjena prosjec¢nih relativnih udjela N-glikanskih struktura 1gG-a
u ukupnom N-glikomu analiziranog uzorka i prosje¢nih vrijednosti njegovih deriviranih
glikanskih parametara kod kojih je taj stupanj promjene najvise izrazen. Smanjenje relativnog
udjela istice se kod IGP2 (Slika 10.a), IGP3 (Slika 10.b) i IGP4 (Slika 10.c) te
agalaktoziliranih glikana (GO0) (Slika 10.h), a porast kod IGP12 (Slika 10.d), IGP15 (Slika
10.e), IGP20 (Slika 10.f) i IGP22 (Slika 10.g) te digalaktoziliranih (G2) (Slika 10.i) i
sijaliziranih (S) glikana (Slika 10.j). Na slici se nalazi i IGP20 zbog izrazenijeg stupnja
promjene unato¢ tome S§to se tofna struktura navedenog kromatografskog pika ne zna sa

sigurnoscu.
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Slika 11. Slikovni prikazi promjena prosjecnih relativnih udjela N-glikanskih struktura
plazmatskih glikoproteina u ukupnom N-glikomu analiziranog uzorka i prosje¢nih vrijednosti
njihovih deriviranih glikanskih parametara kod kojih je taj stupanj promjene najvise izrazen.
Porast relativnog udjela isti¢e se kod GP18 (Slika 11.b), GP24 (Slika 11.d), GP29 (Slika
11.e), GP33 (Slika 11.g), GP37 (Slika 11.i) i GP39 (Slika 11.)) te tri- i tetragalaktoziliranih i
sijaliziranih glikana (G3 (Slika 11.k), G4 (Slika 11.1), S3 (Slika 11.n), S4(Slika 11.0)), a pad
kod GP1 (Slika 11.a), GP22 (Slika 11.c), GP31 (Slika 11.f) i GP34 (Slika 11.h) te kod
asijaliziranih (S0) (Slika 11.m) i agalaktoziliranih glikana (GO) (Slika 11.j).

61



4.2. Testiranje utjecaja koriStenog potroSnog materijala u analizi
glikozilacije imunoglobulina G

Fluorescentno obiljezeni glikani IgG-a analizirani su kromatografskom metodom HILIC-
UPLC nakon testiranja dviju vrsta plo¢ica za sakupljanje uzoraka. Svaka plocica podijeljena
je na dvije serije uzoraka koje se medusobno razlikuju po intenzitetu resuspendiranja prilikom
dodavanja otopine SDS-a u jaZice sa osusenim 1gG-om. U prve dvije serije (IB1, 1B2) ispituje
se rutinski koriStena plocica za sakupljanje uzoraka (Waters, Milford, SAD). Dok se u prvoj
seriji (IB1) otopina SDS-a dodaje uzorku uz blago resuspendiranje, u drugoj seriji uzoraka
(IB2) resuspendiranje pipetom je intenzivnije i temeljitije. U druge dvije serije (IB3, 1B4)
ispituje se ,low-bind“ plo¢ica za sakupljanje uzoraka (Eppendorf, SAD). Postupak
resuspendiranja tre¢e serije (IB3) jednak je prvoj seriji uzoraka, a postupak resuspendiranja
Cetvrte serije (IB4) jednak je drugoj seriji uzoraka. Detaljan opis cijelog postupka nalazi se u
poglavlju 3.3. (METODE). Za potrebe ispitivanja, u sve Cetiri serije uzoraka koristi se isti

uzorak 1gG-a s to¢no definiranom koncentracijom.

Visokoproto¢nom metodom analize, N-glikani IgG-a razdvojeni su u 24 (IGP1-1GP24)
kromatografska pika, relativno kvantificiranih na nacin da svaki pik predstavlja odredeni udio
ukupne povrSine kromatograma, odnosno on predstavlja udio odredenog N-glikana (ili vise

njih) u ukupnom N-glikomu analiziranog uzorka (Pavi¢ i sur., 2018).

Svakoj seriji (IB1-IB4) pripada ukupno 48 uzoraka, odnosno polovica jazica od ukupno 96,
koliko ih sadrzi svaka testirana ploCica za sakupljanje uzoraka. Usporedena su sva Cetiri
razli¢ita uvjeta pripreme glikana IgG-a prema intenzitetu najveceg pika, §to je u ovom slucaju
IGP4. Intenzitet fluorescencije (detekcijski signal) najveceg pika predstavlja, na neki nacin,
mjeru osjetljivosti metode i upucuje nas na odabir najpovoljnijeg uvjeta pripreme kod analize
glikana. Aritmeticke sredine intenziteta IGP4 izracunate su iz 48 vrijednosti dobivenih iz 48

uzoraka svake od cetiri serije IB1-1B4 (Slika 12).
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Slika 12. Srednje vrijednosti intenziteta IGP4 iz svake serije uzoraka (1B1-1B4).

Kada analiziramo odredene podatke, nastojimo koristiti onu metodu koja bi nam omoguéavala
stalno dobivanje istih rezultata, odnosno Zelimo da je koeficijent varijacije izmedu rezultata
malen. Koeficijent varijacije predstavlja mjeru disperzije ili, jednostavnije receno, prosjecno
odstupanje od prosjeka, a jednak je omjeru standardne devijacije dobivenih vrijednosti i
njihove aritmeticke sredine. U mnogim laboratorijima koristi se kao prikaz varijabilnosti
metoda ili ispitivanja kojima se dobivaju jednake vrste rezultata, a za razliku od srednje

vrijednosti, omogucava usporedbu te varijabilnosti neovisno o ukupnoj koncentraciji uzorka

(Parsons i sur., 2009; Reed i sur., 2002).

Izracuni koeficijenata varijacije relativnih udjela za svaki od 24 glikanska kromatografska

pika, u 48 ispitivanih uzoraka, za Cetiri testirana uvjeta pripreme glikana (IB1-1B4), prikazani
su na Slici 13.
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Slika 13. Koeficijent varijacije relativnih udjela za svaki od 24 kromatografska pika, u 48 ispitivanih uzoraka, za Cetiri testirana uvjeta pripreme
glikana (1B1-1B4).
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5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj koristenog potroSnog materijala u analizi N-glikozilacije
imunoglobulina G

Rezultati eksperimenta ukazuju na to da se intenzivnim i temeljitim resuspendiranjem uzoraka
koji se nalaze u rutinski koristenoj plocici za sakupljanje uzoraka (Waters, Milford, SAD),
prilikom dodavanja otopine SDS-a, dobije najbolji odgovor detekcijskog uredaja, odnosno da
se u uzorcima obradenima na taj nacin (Serija uzoraka IB1) na kraju analize nalazilo najvise

oslobodenih i obiljezenih N-glikana.

Ono $to nije utvrdeno eksperimentom nad ploCicama jest to¢nost U postizanju rezultata. S
obzirom na nepristupacnost standardnih uzoraka za svaki pojedini glikanski pik u
kromatogramu, isklju¢ivo temeljem usporedbi dobivenih vrijednosti, moze se pretpostaviti
koja bi metoda bila optimalna za analizu. Koristenjem rutinskog postupka analize, nastoji se
posti¢i reproducibilnost rezultata, odnosno da se oni mogu medusobno usporediti neovisno o

dobivenim vrijednostima koncentracije N-glikana.

Mjerenjem istog uzorka 48 puta pri identi¢nim uvjetima, odredila se reproducibilnost metode.
Koristenjem koeficijenta varijacije uoceno je najbolje podudaranje dobivenih rezultata kod

serije IB2 jer je vrijednost koeficijenta najmanja za gotovo svaki kromatografski pik.

Nacin pripreme uzoraka koji je pokazao najbolju osjetljivost i reproducibilnost jest onaj,
prethodno definiran u protokolima visokoprotocne metode analize glikoma, a ukljucuje
rutinski koriStenu ploc€icu za sakupljanje uzoraka (Waters, Milford, SAD). Kada se u njenim
jazicama nalazi osuSeni IgG, dodatkom otopine SDS-a, neophodno je izvrsiti temeljito i
intenzivno resuspendiranje uzoraka pipetom. Time se smanjuju gubitci koji nastaju vezanjem
IgG-a za unutarnju povrsinu jazica. Navedena priprema uzoraka odabrana je kao najpogodnija

u predanaliti¢kom koraku analize 1 svi su daljnji eksperimenti provedeni na taj nacin.
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5.2. Promjene N-glikanskih obrazaca imunoglobulina G i glikoproteina
plazme

U ovom radu istrazivane su promjene u N-glikozilaciji imunoglobulina G i ukupnih
glikoproteina plazme ispitanika podvrgnutih ugradnji Zelucane premosnice, uzorkovanih
neposredno prije i Sest mjeseci nakon operacije. Dobiveni rezultati ukazuju na to da
barijatrijskim zahvatom dolazi do promjene N-glikoma plazmatskih glikoproteina i 1gG-a,
medutim, opazene su promjene izvan granica statisticke znacajnosti, najvjerojatnije zbog vrlo
malenog broja analiziranih uzoraka. Neke promjene bile su znacajne, ali iskljuc¢ivo prije

Bonferronijeve korekcije na visestruko testiranje.

Istrazivanje ima brojne limitirajué¢e ¢imbenike od kojih su najvazniji upravo ti da je provedena
na vrlo malenom broju ispitanika, homogenih prema viSe kriterija, u relativno kratkom
vremenskom periodu (gotovo sve p-vrijednosti su iznad statisticki znacajne grani¢ne
vrijednosti). Nije ustvrdeno koliko su relevantni dobiveni rezultati kod postizanja mnogo
veceg gubitka tjelesne mase, posebice ako se radi o nekim drugim metodama mrsavljenja, te
nije specificirano koji oblik zahvata je proveden nad pacijentima. Takoder nije poznato Koji
su nacini kontrole bolesti prethodili operaciji i kakav je bio njihov u¢inak na kontrolu razine
SeCera u krvi. Takvi podatci su vazni jer navedeni parametri imaju odredeni utjecaj na
promjene u glikomu IgG-a i glikoproteina plazme (Lyons i sur., 2015). Takoder se mora uzeti
u obzir da metoda koju koristimo za analizu IgG glikoma ne razlucuje glikane vezane na
razlicite regije na protutijelu (Holland i sur., 2006). Jedinu snagu dokaza samoj studiji daje

¢injenica da su pojedine osobe same sebi kontrola.

Plazma je izuzetno kompleksan medij 1 ono $to je vrlo vazno uzeti u obzir jest ¢injenica da
nije to¢no utvrdeno jesu li promjene u N-glikomu uzoraka plazme posljedica promjene
glikozilacije individualnih proteina ili su rezultat promjene njihovih koncentracija u plazmi
(Pavi¢ i sur., 2018). Velika veéina N-glikana detektiranih u uzorku plazme potjece od 1gG-a,
transferina, haptoglobina 1 al-kiselog glikoproteina (Ercan i sur., 2010) Sto ukazuje na
Cinjenicu da su promjene N-glikoma plazme vjerojatno posljedica promjena glikozilacije,
odnosno koncentracije nekih od tih glikoproteina. Suprotno od N-glikoma 1gG-a, N-glikani
proteina plazme nisu sasvim slijedili ocekivane obrasce promjene koji prate upalna stanja u

organizmu.
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5.2.1. Promjene u N-glikomu imunoglobulina G

Istrazivanja su pokazala da odsustvo srzne fukoze na N-glikanima IgG-a ima proupalni
ucinak. Analizom rezultata naseg istraZivanja uocen je nesto veci porast u relativnim udjelima
N-glikana s fukozom vezanom al,6 glikozidnom vezom za unutrasnji GlcNAc (IGP15 (Slika
10.e), IGP10 i IGP16). Upravo te strukture su i galaktozilirane, $to je takoder jedna od
karakteristika protuupalnog 1gG-a (Collins i sur., 2013). Od fukoziliranih N-glikana kojima
relativni udio pada jest IGP4 (Slika 10.c), ali ono $to se mora uzeti u obzir jest vrlo visok udio
strukture koja ga sacinjava (FA2) u N-glikomu IgG-a, $to bitno utjeCe na povecanje njegove

statistiCke znacajnosti u studijama.

Aktivnost al,6-fukozil-transferaze koja katalizira reakciju vezanja srzne fukoze kompetitivno
je inhibirana prethodnim vezanjem GICNAc-a za manozu koja se nalazi na mjestu ra¢vanja
dviju grana u osnovnoj glikanskoj strukturi (Schachter, 1986). Upravo zato se padom
relativnih udjela glikana sa srznom fukozom (IGP4) (Slika 10.c) ocekuje porast onih s
ra¢vaju¢im GICNAc-om. To je vidljivo i iz prikazanih rezultata gdje se uocila nesto veca
promjena u porastu relativnog udjela takvih glikanskih struktura na IgG-u (porast IGP10,
IGP15 (Slika 10.e) i IGP22 (Slika 10.g) te povecanje vrijednosti deriviranog glikanskog
parametra B (eng. bisecting, B)). lako su takve glikanske strukture povezane s proupalnim
djelovanjem IgG-a, ono nije u tolikoj mjeri izrazeno kao kod nedostatka srzne fukoze
(Shinkawa i sur., 2003), a njihova to¢na uloga u bolestima jo$ uvijek je nepoznata te se

intenzivno istraZuje.

Nadalje, da se proupalni potencijal 1gG-a smanjio, vidljivo je iz rezultata koji ukazuju na
povecanje relativnih udjela sijaliziranih N-glikana (Slika 10.j). Od individualnih N-glikanskih
struktura koje sadrze sijalinsku kiselinu jedino IGP22 (Slika 10.g), kao disijaliziran
nefukoziliran, i IGP16, kao monosijaliziran fukoziliran N-glikan, pokazuju nesto znacajniju

promjenu.

Ono §to je suprotno od ocekivanog sude¢i po dosadasnjim studijama (Barrios i sur., 2016;
Vuckovié i sur., 2015; Vuckovi¢ i sur., 2016; Wang i sur., 2016) jest porast fukozilacije u
strukturama s racvaju¢im GIcNAc-om. U studijama koje su proucavale upalne i autoimune
bolesti takoder dolazi do porasta struktura s navedenim obrascem te se u nasim rezultatima

oc¢ekivalo njihovo smanjenje. No, s obzirom na to da se radi o istraZivanjima na sasvim
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drugacijim stanjima u organizmu i razli¢itim profilima ispitanika, tesko je usporedivati

navedene rezultate.

Prema daljnjim rezultatima analize, opazen je porast relativnih udjela galaktoziliranih
glikoformi 1gG-a (Slika 10.h), odnosno pad agalaktoziliranih (Slika 10.i), sto ukazuje na
povecanje protuupalnog djelovanja IgG-a. To je vidljivo i iz neSto znacajnijeg porasta
relativnih udjela IGP12 (Slika 10.d), IGP15 (Slika 10.e) i IGP22 (Slika 10.g), od kojih su svi
redom digalaktozilirani te IGP10 i IGP16 koji su monogalaktozilirani. To¢an mehanizam
pada galaktozilacije u upalnim bolestima jos uvijek nije poznat, no smatra se da je uzrok tome
smanjena aktivnost galaktoziltransferaza i glikoziltransferaza iz B-limfocita (Furukawa i sur.,
1990). Naime, upravo upala ima veliki utjecaj na njihovo sazrijevanje i diferencijaciju, $to je
dokazano istrazivanjima na TNF-o, jednom od vaznih biomarkera upale (de Luca i Olefsky,
2008; Jelinek i Lipsky, 1987).

Na galaktozilaciju N-glikana IgG-a velik utjecaj imaju i spolni hormoni §to se mora uzeti u
obzir ukoliko su ispitanici osobe obaju spolova (Ercan i sur., 2017). lako je, prema statisti¢koj
analizi podataka, nedostatak ovog istraZivanja njegova homogenost s obzirom na spol, u
ovom slucaju to je prednost jer dodatne korekcije rezultata u odnosu na spolne hormone nisu
bile potrebne. Pad galaktozilacije prati i razdoblje menopauze (Kristi¢ i sur., 2014), ali nije
poznato nalazi li se neka od ispitanica u navedenom stanju pa se korekcija rezultata nije

mogla izvrSiti niti prema tom parametru.

Nakon provedene operacije, doslo je do pada tjelesne tezine, a posljedi¢no i BMI vrijednosti.
Pokazalo se da osobe s visim BMI indeksom imaju snizene razine galaktozilacije IgG-a
(Perkovi€ i sur., 2014), a upravo tu korelaciju mozemo uoditi i U rezultatima ove studije, iako

nije ispitana njena statisticka znacajnost, $to bi moglo biti tema nekog buduceg istrazivanja.

5.2.2. Promjene u N-glikomu glikoproteina plazme

U upalnim stanjima organizma i bolesti opaZzen je porast fukozilacije N-glikana proteina
plazme (Miyoshi i sur., 2012; Takahashi i sur., 2009). U odsustvu upale, preko 70 % IgG-a je
srzno fukozilirano (Arnold i sur., 2007) $to bitno utje¢e na njegovu funkciju, dok je kod
proteina plazme najzastupljenija biantenarna digalaktozilirana i disijalizirana struktura bez
srzne fukoze (Doherty, 2018). U rezultatima je uocen porast udjela takve strukture (GP18)
(Slika 11.b) te smanjenje udjela slicne strukture s dodatkom srzne fukoze (GP22) (Slika
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11.c). Navedenee promjene su jedine koje nose neku relativnu vaznost s obzirom na ostale

koje obuhvacaju prisustvo ili odustvo srzne fukoze.

Fukozilacija triantenarnih N-glikana plazmatskih proteina u pozitivnoj je korelaciji s
biomarkerima upale (Clerc i sur., 2018; Knezevi¢ i sur., 2010), no prema nasim rezultatima
dolazi do njihovog porasta (GP29 (Slika 11.e) i pada (GP31 (Slika 11.f) te je nemoguce
donijeti smislene zakljucke na temelju promjene udjela samo dva kromatografska pika, uzevsi

u obzir i ¢injenicu da nema statisticke znacajnosti navedenih podataka.

Za GPI1, koji pretezno sadrzi biantenarnu, srzno fukoziliranu strukturu, uocen je porast
vrijednosti kod pacijenata s razli¢itim tipovima karcinoma (Doherty i sur., 2018). Zbog
njegove velike ucestalosti na 1gG-u, smatra se da je u uzorku plazme pretezno podrijetlom s
njegove povrsine te, s obzirom na uo¢eno smanjenje IGP4 (Slika 10.c), biljezimo pad GP1

(Slika 11.a) u nasim rezultatima analize.

Prethodnim studijama dokazano je da su tri- i tetrasijalizirani N-glikani proteina plazme
poviseni u upalnim bolestima (Clerc 1 sur., 2018; Keser i sur., 2017; Novokmet i sur., 2014;
Trbojevi¢-Akmacic i sur., 2018; Zhang i sur., 2019), kod razli¢itih karcinoma, a pokazuju i
pozitivnu korelaciju s koncentracijom CRP-a (Doherty i sur., 2018). Objasnjenje lezi u
¢injenici da takvi N-glikani ¢esto imaju dodanu al,3-vezanu fukozu ¢ime se inicira nastanak
antigene strukture nazvane sijalil Lewis X. Upravo u upalnim bolestima dolazi do porasta
koncentracija plazmatskih proteina koji sadrze takve strukture, posebice proteina akutne faze
(npr. al-kiselog glikoproteina), zbog njihove regulatorne uloge u kemotaksiji leukocita
(Brinkman-van der Linden EC i sur., 1998; Gornik i Lauc, 2008). Iz navedenih saznanja,
logi¢no je da bi smanjenjem upale udjeli sijaliziranih viSestruko razgranatih glikana trebali
padati (Collins i sur., 2013). Medutim, ishod naSe studije neocekivano ukazuje na porast
udjela tri- i tetrasijaliziranih glikana (S3 (Slika 11.n), S4 (Slika 11.0)) te onih visestruko
razgranatih (HB), a pad udijela asijaliziranih N-glikanskih struktura (S0) (Slika 11.m),
premda uodene promjene nisu bile statisti¢ki znacajne. Sto se sijalil Lewis X antigena tice,
vidi se porast u relativnom udjelu GP39 (Slika 11.j). Zanimljivi rezultati dobiveni su jednim
istrazivanjem u kojem se proucavala glikozilacija plazmatskih proteina u multiplom
mijelomu. Uocen je pad relativnih udjela trostruko razgranatih N-glikanskih struktura dok se
relativni udjeli tetraantenarnih gotovo nisu promijenili. Smatra se da je uzrok tome izrazito
poveéana koncentracija IgG-a u multiplom mijelomu, ¢ime njegovi biantenarni N-glikani

uvelike nadmasuju koncentracije ostalih N-glikana proteina plazme (Zhang i sur., 2019).
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Dakle, odgovor na pitanje jesu li promjene u N-glikomu visokospecifi¢ne za odredeno stanje
organizma ili ih se moze promatrati kao uvrijeZene obrasce OStaje nepoznat i zahtijeva jos

mnostvo dodatnih istrazivanja.

Porast sijalizacije biantenarnih srzno fukoziliranih N-glikana uoc¢en je u akutnim (Novokmet i
sur., 2014) i kroni¢nim upalnim bolestima, npr. u upalnim bolestima crijeva (Clerc i sur.,
2018). Prema tome, pretpostavlja se pad njihovih udjela ukoliko se upala smanji, §to je

vidljivo prema ponaSanju GP22 (Slika 11.c).

U multiplom mijelomu povecana je sijalizacija triantenarnih fukoziliranih N-glikana sto se
moze povezati s upalnim promjenama do kojih dolazi progresijom bolesti (Zhang i sur.,
2019). Pad u relativnim udjelima takvih struktura zabiljeZzen je kod anti-TNF terapije u
lijeenju reumatoidnog artritisa (Collins i sur., 2013). U rezultatima ove studije dolazi do
porasta (GP29 (Slika 11.e)) i pada (GP31 (Slika 11.f)) udjela sijaliziranih triantenarnih
fukoziliranih N-glikana. Tesko je donijeti to¢an zakljuak o ponasanju takvih glikanskih
struktura nakon zahvata provedenog nad ispitanicima ovog istrazivanja upravo zbog malog

broja relevantnih glikanskih pikova i slabe statisticke zna¢ajnosti u analizi podataka.

Uoceno je povecanje galaktozilacije N-glikana proteina plazme prema porastu udjela di- i
trigalaktoziliranih struktura (G3 (Slika 11.1), i G4 (Slika 11.k)) te prema padu
agalaktoziliranih glikoformi (GO (Slika 11.j)). Istovremeno s uo¢enim porastom koncentracije
CRP-a, jednog od vaznih biomarkera upale (McGarrah i sur., 2017), doslo je do pada u
galaktozilaciji N-glikana serumskih glikoproteina (Collins i sur., 2013), a sli¢ni rezultati su
primjeceni i kod drugih upalnih i autoimunih bolesti (Doherty i sur., 2018; Gornik i Lauc,
2008; Vuckovi¢ i1 sur., 2015). Dobiveni rezultati ove studije u skladu su s potvrdenim

protuupalnim uc¢inkom galaktoze (Perkovi¢ i sur., 2014).

Do pada u relativnim udjelima oligomanoznih struktura (HM) dolazi kod pacijenata oboljelih
od multiplog mijeloma, a pretpostavlja se da razlog tome lezi u smanjenoj glikozilaciji onih
proteina plazme kojima takvi N-glikani sadinjavaju visok udio glikoma, a to su 02-
makroglobulin, apolipoprotein B-100 te IgD, IgE i IgM (Zhang i sur., 2019). To¢na uloga
oligomanoznih tipova N-glikana nije poznata te se intenzivno proucava. Uocen je njihov
porast u oboljelih od karcinoma dojke (de Leoz i sur., 2011) te su kao srzno fukozilirane
strukture u vecoj koli¢ini detektirani kod karcinoma (Balog i sur., 2012). U rezultatima nase
studije dolazi do pada vrijednosti deriviranog glikanskog parametra HM $to je u skladu s

pretpostavkom da se takve strukture povecavaju u bolestima i upalnim procesima.
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6. ZAKLJUCCI

Nove plocice koje su trebale posluziti za optimizaciju metode i dobivanje to¢nijih rezultata
podbacile su nad rutinski koristenom ploc¢icom za sakupljanje uzoraka. Povecana hidrofilnost
materijala mozda i dovodi do smanjenog vezanja 1gG-a, ali vrlo vjerojatno pojacano veze
oslobodene, izrazito hidrofilne N-glikane, ¢ime uvelike utjeCe na krajnje rezultate u
negativnom smislu. Zakljucak eksperimenta jest da nove ploc¢ice nisu zadovoljile potrebe koje
analiza zahtijeva te se u daljnjem ispitivanju N-glikoma 1gG-a ostaje pri ve¢ uvrijezenom

procesu analize.

Koliko je poznato, ovo je prva studija u kojoj se istrazilo kako kirur§ko lijeCenje debljine
utjece na promjenu glikozilacije 1gG-a i glikoproteina plazme. S obzirom na to da se primarno
htjelo saznati dolazi li do smanjenja kroni¢ne upale u organizmu, najvaznije promjene u N-
glikomu IgG-a jesu one koje ukazuju na smanjenje njegovog proupalnog potencijala, a
ukljuéuju porast udjela struktura koje sadrze srznu fukozu te onih s terminalno vezanom
galaktozom i sijalinskom kiselinom. Smanjenje upale na razini glikoproteina plazme uoceno
je padom sijalizacije biantenarnih srzno fukoziliranih struktura, pove¢anjem galaktozilacije
ve¢ine N-glikana te smanjenjem udjela oligomanoznih struktura u ukupnom N-glikomu
proteina plazme. Nazalost, nisu Svi rezultati u potpunosti slijedili ocekivane obrasce promjene

koji prate pad upale u organizmu.

Ono $§to se postiglo ovim istraZivanjem jest uvid u korist koju bi mogla posti¢i mnogo veca
studija te se uocila potreba za njenim provodenjem jer nam dobiveni rezultati, zbog
ograni¢enog broja ispitanika, mogu sluziti samo kao naznaka da zaista dolazi do smanjenja
upale u organizmu barijatrijskim zahvatom. Uklju¢ivanjem viSe osoba u istrazivanje, rezultati
bi postali statisticki znacajniji i moglo bi se sa odredenom sigurnos$¢u pretpostaviti korist
provodenja barijatrijskog zahvata kod pretilih ljudi. Ukoliko bi se takvim istrazivanjima
postigli sli¢ni ili bolji rezultati od onih dobivenih ovom studijom, moglo bi se raspravljati i 0
promjenama indikacija za navedeni operativni zahvat, odnosno njegovo uvodenje pri nizim
BMI vrijednostima kod pretilih osoba, narocito onih oboljelih od dijabetesa tipa 2, s obzirom

na sve dugotrajne koristi koje se njime dokazano postiZu.

Dobiveni rezultati samo su jedni u nizu onih koji ukazuju na obecavajucu ulogu N-glikana
kao biomarkera koji bi se koristio u prognosticke, dijagnosticke i terapijske svrhe. Porastom

broja studija koje proucavaju njihovo ponasanje u mnogim bolestima, otkrivaju se sve
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delikatnije i specifi¢nije promjene N-glikoma te je pitanje vremena kada ¢e se svaka od tih
promjena moc¢i tocno detektirati, locirati 1 povezati s odredenim inicijalnim dogadajem u

organizmu oboljelih osoba.
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8. SAZETAK

Pretilost i dijabetes tipa 2 metaboli¢ki su poremecaji i jedni od glavnih javnozdravstvenih
problema danasnjice. Prati ih stanje kroni¢ne upale organizma, medusobno su ¢vrsto povezani
te predstavljaju glavne indikacije za provodenje kirurS§kog zahvata za lijeCenje debljine.
Navedenom kirurSkom intervencijom dolazi do dugotrajne remisije dijabetesa tipa 2 i naglog

pada tjelesne mase.

Promjene u ljudskom N-glikomu mogu biti specifi¢ne za odredena stanja u organizmu te se
N-glikane proucava kao potencijalne biljege bolesti, njene progresije i odgovora na terapiju. S
ciljem utvrdivanja povezanosti patofizioloskih promjena nakon operacije s promjenama N-
glikozilacije, u ovom istrazivanju analizirani su i usporedeni N-glikanski profili
imunoglobulina G i ukupnih glikoproteina plazme desetorice ispitanika prije ugradnje

zelucane premosnice i Sest mjeseci nakon operativnog zahvata.

Dobiveni rezultati pokazuju odredene promjene u N-glikozilacijskom profilu ispitanika
izmedu navedenih vremenskih tocaka, medutim, opaZene razlike nisu dosegle statisticku

znacajnost, najvjerojatnije zbog ogranic¢enog broja ispitanika.

Nadalje, opaZene glikozilacijske promjene krec¢u se u suprotnom smjeru od onih koje se
obi¢no uoc¢avaju u upalnim stanjima, Sto sugerira da je doSlo do smanjenja razine upale nakon
provedenog operacijskog zahvata. N-glikani imunoglobulina G i glikoproteina plazme time
dobivaju ulogu potencijalnih dijagnostickih i prognosti¢kih biomarkera za lije¢enje pretilosti i

dijabetesa tipa 2 barijatrijskim zahvatom.
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SUMMARY

Obesity and type 2 diabetes are metabolic disorders which represent significant public
healthcare burden globally. Both of them are associated with chronic low-grade inflammation,
have a great interdependence and are the main indication for bariatric surgery. This procedure

enables long-term type 2 diabetes remission and a significant loss of weight.

Human N-glycome alterations can be specific for certain conditions, hence N-glycans are
studied as potential prognostic markers for disease activity, progression and treatment. In
order to determine associations between pathophysiological changes after surgery and
alterations in N-glycosylation, we analyzed and compared immunoglobulin G and plasma
glycoprotein N-glycan profiles from ten subjects, sampled at the baseline and six months after
bariatric surgery. There was no statistically significant difference in N-glycome after the

mentioned period, probably due to a limited number of examinees.

According to the results, there are several clues that the reduction of inflammation has
occurred among the patients. Immunoglobulin G and plasma glycoprotein N-glycans thereby
show potential as diagnostic and prognostic biomarkers for bariatric treatment of obesity and

type 2 diabetes.
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bariatric surgery. There was no statistically significant difference in N-glycome after the
mentioned period, probably due to a limited number of examinees.

According to the results, there are several clues that the reduction of inflammation has
occurred among the patients. Immunoglobulin G and plasma glycoprotein N-glycans thereby
show potential as diagnostic and prognostic biomarkers for bariatric treatment of obesity and
type 2 diabetes.
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