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1. UVOD



1.1. Diabetes mellitus — patogeneza, prevalencija, klasifikacija i terapija

Diabetes mellitus (u daljnjem tekstu DM) je teSka kronicna bolest koju uzrokuje
nemogucnost gusteraCe da sintetizira inzulin ili nemoguc¢nost organizma da funkcionalno
koristi sintetizirani inzulin (WHO, 1999.). Smatra se da u svijetu od DM-a boluje 463
milijuna osoba u dobi od 20 do 79 godina, dok godisnje od komplikacija DM-a umire 4
milijuna ljudi (IDF Diabetes Atlas, 9" edition, 2019.). U Hrvatskoj od DM-a boluje preko315
000 osoba te su komplikacije ove bolesti Cetvrti vodec¢i uzrok smrtnosti (CroDiab registar,

2019.).

DM se, obzirom na mehanizam razvoja bolesti, moze podijeliti na viSe podtipova.

Osnovna klasifikacija dijeli DM na sljedece Cetiri podgrupe (ADA, 2015.):

e Diabetes mellitus tipa | — uzrokuje ga autoimuna destrukcija B-stanica gusterace koja
za posljedicu ima potpuni nedostatak inzulina

e Diabetes mellitus tipa Il — uzrokuje ga progresivni manjak luéenja inzulina uslijed
inzulinske rezistencije

e Gestacijski diabetes mellitus (GDM) — dijabetes koji je prvi put dijagnosticiran u
drugom 1 treCem tromjesecju trudnoce, a Cija patogeneza lezi u razvoju inzulinske
rezistencije uslijed hormonalnih promjena u trudnoc¢i

e Diabetes mellitus uzrokovan drugim razli¢itim mehanizmima — u ovu grupu spadaju
monogenski dijabeti¢ki sindromi poput neonatalnog dijabetesa i MODY-a (maturity-
onset diabetes of the young), bolesti koje narusavaju egzokrinu funkciju gusterace
poput cisti¢ne fibroze te DM uzrokovan lijekovima ili drugim kemijskim supstancama
poput dijabetesa uzrokovanog terapijom AIDS-a (acquired immunodeficiency

syndrome) ili dijabetesa nakon transplantacije organa

Karakteristicni simptomi za sve tipove dijabetesa su pojacana zed, poliurija, zamagljenje
vida i gubitak na tezini, no, ovisno o tipu, variraju nacini kako se ti simptomi manifestiraju.
Tako ¢e kod dijabetesa tipa I simptomi nastupiti brzo i naglo, ¢esto odmah uz komplikacije,
dok se kod pacijenata s dijabetesom tipa Il simptomi razvijaju polako i lako ih je previdjeti.
Postavljanje dijagnoze kod asimptomatskih pacijenata uglavnom zapocinje sluc¢ajnim
otkrivanjem poviSene razine glukoze u krvi nataste, odnosno razine glukoze iznad
preporucene gornje granice koja iznosi 5,6 mmol/L (Mayo Clinic, 2020.). Dijagnoza se ne

smije postaviti na temelju jednom izmjerene poviSene vrijednosti glukoze, ve¢ se
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intermitentna mjerenja glukoze nataste interpretiraju u skladu s klinickom slikom, obiteljskom
anamnezom 1 rezultatima drugih dijagnostickih testova. Dijagnosticki testovi koji se koriste

pri postavljanju dijagnoze DM-a su:

o OGTT (oralni test optere¢enja glukozom)

e mjerenje koncentracije inzulina ili C-peptida (nusprodukt u sintezi inzulina koji
izravno korelira s koncentracijom inzulina),

e postprandijalno mjerenje glukoze (dva sata nakon uobicajenog obroka) i

e mjerenje koncentracije hemoglobina Alc, odnosno glikiranog hemoglobina ¢ija
koncentracija reflektira razinu glukoze u krvi kroz protekla dva do tri mjeseca,

obzirom da je poluvrijeme Zivota hemoglobina 120 dana

Obzirom na to da je DM cjeloZivotna bolest koja zahtijeva konstantno pracenje i lijeCenje,
rano postavljanje dijagnoze je klju¢no u odrzavanju kvalitete Zivota. Rizicne skupine za

razvoj DM-a su (ADA, 2020.):

e 0sobe s indeksom tjelesne mase preko 25 kg/m?

e osobe koje Zive sjedilackim nac¢inom zivota

e 0sobe s visokim krvnim tlakom

e 0sobe s abnormalnim vrijednostima ukupnog i LDL kolesterola

e 0sobe koje imaju dijagnozu PCOS (polycystic ovary syndrome)

e 0sobe starije od 45 godina

e osobe koje su u trudno¢i imale dijagnosticiran gestacijski dijabetes (GDM)

e 0sobe s dijagnozom predijabetesa (koncentracija glukoze izmedu 5,6 mmol/L i 7,8

mmol/L nataste ili izmedu 7,8 mmol/L i1 11,1 mmol/L postprandijalno)

Komplikacije DM-a dijele se na akutne i kroni¢ne. Akutne komplikacije DM-a su stanja
koja nastupaju naglo, ofituju se gubitkom svijesti ili ¢ak komom, a uslijed izostanka
adekvatne medicinske intervencije mogu imati i fatalne posljedice. Takva stanja su
dijabeticka ketoacidoza (najces¢e kod pacijenata s DM tipa I), hiperosmolarna koma (kod
pacijenata s DM tipa Il) i hipoglikemija (stanje koje se javlja uslijed preskakanja obroka,
prevelike doze antidijabetickih lijekova, pretjerane fizicke aktivnosti). Kroni¢éne komplikacije
DM-a su brojne te se odrazavaju na gotovo cijeli organizam. DM progresivno oStecuje krvne
zile 1 povecava rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, a izmedu ostalih kroni¢nih

komplikacija izdvajaju se neuropatije, nefropatije i retinopatije.



Terapija DM-a nakon postavljanja dijagnoze je, neovisno o tipu, cjelozivotna. Ukljucuje
farmakoloske i nefarmakoloske mjere lijecenja. Nefarmakoloske mjere lijecenja su, izmedu
ostalih, intervencija nutricionista, promjena zivotnog stila (povecanje tjelesne aktivnosti,
prestanak pusenja) i kirurSki zahvati za lijeCenje debljine te takve mjere lijeCenja dokazano
produljuju zivotni vijek, poboljSavaju kvalitetu zivota i odgadaju potrebu za nadomjesnim
lijeCenjem inzulinom kod DM-a tipa Il, a od koristi su i u kombinaciji s inzulinskom
nadomjesnom terapijom kod DM-a tipa | (Raveendran et al., 2018.). Farmakoloske mjere
lijecenja razlikuju se ovisno o diferencijalnoj dijagnozi DM-a. Kad je rije¢ o DM-u tipa I,
neophodno je u protokol lijeCenja uvrstiti nadomjesnu terapiju inzulinom (humanim
rekombinantnim inzulinom ili njegovim analozima), obzirom na to da je sekrecijska funkcija
B- stanica Langerhansovih otoCi¢a gusterace narusena ili u potpunosti izostaje (ADA, 2021.).
Kod DM-a tipa II, preporuka je da se odmah po postavljanju dijagnoze u protokol lije¢enja
uvede metformin, osim ukoliko on nije kontraindiciran (ADA, 2021.). Metformin je oralni
antidijabetik iz skupine bigvanida. Siguran je, jeftin i efikasan lijek te moze prevenirati
zivotno ugrozavajuc¢e komplikacije poput kardiovaskularnih incidenata (Holman et al., 2008.).
Ukoliko je metformin kontraindiciran ili ga pacijent ne podnosi dobro, izbor lije¢enja su drugi
oralni antidijabetici poput sulfonilureja, meglitinida, tiazolidindiona, inhibitora a-glukozidaze
i inhibitora dipeptil-peptidaze 4. Ostali oralni antidijabetici su manje ucinkoviti od
metformina te se uglavnom primjenjuju u kombinacijama. Takoder, animalnim studijama
provedenim na sulfonilurejama dokazan je njihov teratogeni u¢inak (BMJ, 2015.) te izazivaju

najveci broj hipoglikemijskih incidenata u odnosu na druge oralne antidijabetike.

1.2. 1zazovi u diferencijalnoj dijagnostici diabetes mellitusa

U poglavlju 1.1. definirane su cetiri podgrupe diabetes mellitusa, kao i protokol
postavljanja inicijalne dijagnoze. Medutim, za odabir adekvatne terapije i1 parametara
longitudinalnog pracenja, potrebno je jasno definirati uzroke DM-a kod pacijenta. Kod
odraslih pacijenata, a osobito pacijenata starijih od 45 godina, u ve¢ini slucajeva je opravdano
postaviti dijagnozu DM-a tipa II ukoliko su zadovoljeni dijagnosticki kriteriji prezentirani u
poglavlju 1.1. Kada je u pitanju gestacijski dijabetes (GDM), takoder su jasno definirani
kriteriji postavljanja dijagnoze koji kazu da je to dijabetes prvi put dijagnosticiran u drugom

ili tre¢em tromjesecju trudnoce. No, pojava simptoma u ranijoj dobi, kod djece i adolescenata,



zahtijeva opsezniju dijagnostiku. Na Slici 1. (Unnikrishnan et al., 2016.) prikazan je algoritam

postavljanja dijagnoze dijabetesa kod mladih osoba.

| Dijabetes kod mladih |

Sl dijabetesa

risutna kroz tri generacije? | > - .
| P ‘ £ ] ‘I keton urija puzitiuna | ketonurija nagatl\ma.

l de ne

| pozitivna ]1— | obiteljska povijest negativna

C-peptid nizak
Ketonurija negativna, Ketanurija negativna,
C-peptid u RI, C-peptid u RI, C-peptid
dobar odgovor na sulfonilureje | dobar odgover na OHA, izostaje
: { dijabetes prisutan kod Abdominalni
Manogenski DM oba roditelja RTG
JI‘
Klasificirati podtip I Prisutni drugi
na temelju Rana pojava T2D | T1D endokrinolodki poremetaji

A 4

Prisutne Endokrinolodki
+ W kalcifikacije dijabetes Genski defekti
| Autoantitijela + | Autoantitijela - | guiterate
; - - l ECPD Dijabetes uzrokowvan
Autoimuni Idiopatski —_— genskim promjenama
T1D TiD

Slika 1. Algoritam diferencijalne dijagnostike DM-a kod mladih (Unnikrishnan et al., 2016.). Prema prikazanom
algoritmu, kod pojave simptoma DM-a kod mladih prvo je potrebno uzeti obiteljsku anamnezu. Ukoliko je ona
pozitivna, potrebno je ustanoviti kroz koliko generacija unazad se DM ponavlja. Negativan nalaz ketona u urinu,
prisutnost C-peptida, dobar odgovor na sulfonilureje i pojavnost DM-a unazad tri generacije indicira monogenski
DM kojeg valja tipizirati postupcima genotipizacije. Ukoliko uz negativan nalaz ketona u urinu i prisutnost C-
peptida pacijent dobro odgovara i na ostale oralne antidijabetike (OHA- Oral Hypoglycemic Agents), a
incidencija u obitelji je prisutna, no ne ponavlja se kontinuirano kroz generacije, radi se o ranoj pojavi DM-a tipa
1. Ukoliko C-peptid nije prisutan, a nalaz ketona u urinu je pozitivan, radi se o DM-u tipa | kojeg dalje
tipiziramo na temelju prisutstva ili odsudstva autoantitijela na p-stanice gusterace na autoimuni i idiopatski. Kod
pacijenata s negativnom obiteljskom anamnezom, takoder se prvo pribjegava mjerenju koncentracije ketona u
urinu i C-peptida u serumu. Kod negativnog nalaza ketona i izmjerenih snizenih vrijednosti C-peptida, pacijentu
se vrsi rendgensko snimanje abdomena, kako bi se utvrdilo postoje li kalcifikacije na pankreasu koje uzrokuju
FCPD (Fibrocalculous pancreatic diabetes), rijetki oblik DM-a. Kod pacijenata se prethodno dijagnosticiranim
genskim poremecajima, poput cisticne fibroze, DM se razvija uglavnom kao sekundarno oboljenje, odnosno kao

posljedica primarne bolesti.



1.3. Maturity-onset diabetes of the young (MODY) i uloga transkripcijskih faktora iz
HNF obitelji

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) je oblik monogenskog dijabetesa koji
je najcesce pogresno dijagnosticiran kao DM tipa I ili DM tipa Il. Simptomi se javljaju

uglavnom prije 25. godine zivota.

Naziv ,,MODY* zapravo se odnosi na skupinu heterogenih poremecaja funkcije B-
stanica gusterace koji su uzrokovani mutacijama u razli¢itim genima (Shields et al., 2010.).
Najcesce mutacije koje uzrokuju poremecaje funkcije B-stanica gusterace su one u genima
GCK, HNF1A i HNF4A, a medu navedenima po ucCestalosti prednja¢i mutacija u genu za
HNF1A. GCK kodira glukokinazu, enzim koji katalizira fosforilaciju glukoze. Fosforilacija
glukoze je primarna reakcija u metabolickom putu glukoze te omogucuje zadrzavanje glukoze
unutar stanica. Ukoliko reakcija izostane, razina nefosforilirane glukoze u krvi raste i dolazi
do hiperglikemije. Mutacije u genima HNF1A i HNF4A koji kodiraju za transkripcijske
faktore HNF1A i HNF4A dovode do gubitka kontrole glikemije.

Transkripcijski faktori HNF1A i HNF4A (Hepatocyte Nuclear Factors) prvotno su
opisani kao transkripcijski faktori u stanicama jetre, no ustanovljeno je kako su vezujuéi
motivi za ove transkripcijske faktore prisutni i u brojnim drugim tkivima, osobito u bubrezima
i gusteraci (Lau et all., 2017.). Primarna uloga transkripcijskih faktora koji pripadaju HNF
obitelji je razvoj i diferencijacija stanica u embrionalnom razvoju s naglaskom na stanice
jetre, gusteraCe 1 bubrega. Kod odraslih, ovi transkripcijski faktori reguliraju ekspresiju gena
za sintezu bitnih stani¢nih elemenata koji odrzavaju stanicu funkcionalnom. U svim tkivima
koji sadrZe transkripcijske faktore HNF je prisutna njihova krizna regulacija. Kod miSeva sa
HNF1A-null genotipom primjecena je smanjena ekspresija transkripta HNF4A u otoci¢ima
gusterace (Boj SF et all., 2001. ; Shih DQ, Screenan S. et all. 2001.). Krizna regulacija
uvjetuje ¢injenicu da ¢e mutacija u genu za bilo koji od transkripcijskih faktora uvjetovati
razli¢itu ekspresiju drugih HNF transkripcijskih faktora u tom tkivu. Tako na primjer HNF1A
regulira promotor P2 za ekspresiju gena HNF4A, dok je s druge strane HNF4A esencijalan
aktivator ekspresije gena HNF1A. Koliko ovise jedan o drugom, govori i Cinjenica da
transkipcijski faktori HNF1A i HNF4A protein-protein interakcijama tvore kompleks
HNF1A- HNF4A koji regulira potonje puteve ekspresije gena u stanicama gusterace. Ukoliko
izostaje regulacija kompleksom HNF1A- HNF4A, dolazi do slabljenja funkcije otocica

gusterace, smanjuje se izluCivanje inzulina te se razvija dijabetes.
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1.4. Uloga, sinteza i glikozilacija a-1 Kiselog glikoproteina

a-1 kiseli glikoprotein (u daljnjem tekstu AGP) je protein akutne faze koji se najvecim
dijelom sintetizira u jetri iako je sinteza prepoznata i opisana i u drugim organima kao S$to su
srce, zeludac i pluca (Taguchi et al, 2013). Mase je oko 44 kDa, a na ugljikohidratni dio
otpada ¢ak 40% ukupne mase proteina. Bazalna koncentracija AGP-a u plazmi zdravih
pojedinaca je 20umol/L.Gen AGP je prisutan u 3 varijante koje su kodirane susjednim genima
na kromosomu 9. Gen AGP kodira za F-1, F-2 i S varijante, dok geni AGP-B i AGP-B’
kodiraju za A varijantu. Obzirom da se varijante F1 i S razlikuju u tek 5 aminokiselina u
primarnoj strukturi proteina, a varijanta F2 je pristuna samo u odredenim populacijama
(Europa, Zapadna Azija), najéeS¢e se opisuju skupa kao F1*S varijanta. Omjer F1*S i A
varijante kod zdravih pojedinaca je od 3:1 do 2:1, a u odredenim stanjima kroni¢ne upale, kao

Sto su maligne bolesti, omjer raste i do 8:1 u korist F1*S varijante.

Glikozilacija je najvaznija posttranslacijska modifikacija koja se uglavnom odvija u
citosolu, endoplazmatskom retikulumu i Golgijevom aparatu (Jaeken, 2016.). Radi se o
vezanju, uglavnom enzimskom, ugljikohidrata na druge makromolekule, najceS¢e proteine.
Ugljikohidratni dio tako modificiranog proteina nazivamo glikan. Glikani mogu biti vezani O-
i N-glikozidnim kovalentnim vezama. Kod AGP-a su glikani vezani N-glikozidnim vezama,
Sto podrazumijeva kovalentno vezanje ugljikohidratnih jedinica na asparaginski ostatak u
polipeptidnom lancu, pri ¢emu Asn-ostatak mora biti dijelom niza Asn - x - Ser/Thr, pri ¢emu
je ,x“ bilo koja aminokiselina osim prolina.Veliki broj danas opisanih nasljednih
metabolickih bolesti upravo je uzrokovano mutacijama u genima koji reguliraju glikozilaciju
proteina. Glikozilacija je varijabilan proces na koji, osim genskih, utjecu i okoli$ni ¢imbenici,

te istrazivanje glikana vezanih na proteine moze biti od velikog dijagnostickog znacaja.

Bioloska uloga AGP-a nije u potpunosti razjasnjena. Brojnim in vivo kao 1 in vitro
studijama potvrdeno je sudjelovanje AGP-a u procesima transporta endogenih i egzogenih
tvari (npr. lijekovi poput varfarina, polimiksina i dr.), kao i u imunomodulatornim i
antiupalnim procesima kao $to su inhibicija agregacije trombocita i promjene u proliferaciji
limfocita (Hochepied et al, 2003.). Sinteza AGP-a u hepatocitima regulirana je glukagonom te
interleukinima 6 1 8 i to putem mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK). Takoder,
ekspresija AGP-a je s jedne strane regulirana glukokortikoidima, a s druge citokinima (tumor-
nekrozni faktor, interleukin-1 i interleukin-6) sto ga izdvaja od drugih proteina akutne faze
poput ceruloplazmina, fibrinogena i a-2 mikroglobulina (Baumann et al, 1989).
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AGP ima 5 N - glikozilacijskih mjesta (Asn-15, -38, -54, -75 i -85). Asn-ostatci nalaze
se u aminokiselinskom slijedu Ser/Thr — X — Asn (gdje je X bilo koja aminokiselina osim Pro)
Sto je uvjet za tvorbu N-glikozilacijskog mjesta. Glikani vezani na AGP pokazuju
heterogenost u sastavu obzirom na razli¢itost terminalno vezanih Secera te razli¢it stupanj
razgranatosti (mogu biti dvostruko, trostruko i ¢etverostruko razgranati) kako je prikazano na
slici 2. Karakterizaciju strukture i sastava glikana vezanih na AGP omogucile su visoko
specijalizirane laboratorijske metode kao tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti
(HPLC) i masena spektrometrija (MS) razlicitih izvedbi (tandem MS, MALDI). Primjeceno je
kako brojna fizioloSka i1 patoloSka stanja utjeu na promjenu sastava i razgranatosti glikana
vezanih na AGP. Tako se stopa 3-fukozilacije dvostruko razgranatih glikana povecava u ranoj
fazi akutne upale (van Dijk et al, 1995.), a kod malignih bolesti raste stopa i fukozilacije i
sijalinizacije (Kremmer et al, 2004.). Kod pojedinaca sa oSteujuéim mutacijama gena
HNF1A koji posljedi¢no razvijaju MODY tip dijabetesa primjeceno je kako opada stopa
fukozilacije plazmatskih proteina(Juszczak et al, 2019.).U prethodno spomenutoj publikaciji
takoder se navodi kako glikani koji sadrze N-acetilglukozaminske i manozne ostatke u
srznom dijelu, te sijalinske kiseline i fukoze kao terminalne Secere najviSe diskriminiraju
HNF1A-MODY pacijente od onih s dijabetesom tipa Il. Upravo takve strukture opisuju
glikane vezane na AGP (Slika 2.) te je opravdano pretpostaviti da promjeni ukupne
fukozilacije plazmatskih proteina najviSe doprinosi promjena na AGP-u. lako je u brojnim
studijama primjeceno kako se glikozilacija mijenja ovisno u stanju pojedinca, jo§ uvijek nije

sigurno znaci li promijenjena glikozilacija AGP-a i promjenu u njegovoj funkciji.
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Slika 2. Prikaz dvostruko, trostruko i Getverostruko razgranatih glikana vezanih na AGP. Vidljivo je kako srz

-----

(Sia) koja se veZe na galaktozu (Gal) te fukoza (Fuc) koja se veze na N-acetilglukozamin (GIcNAc) (Taguchi et
al, 2013.)

1.5. Prednosti ispitivanja funkcije proteina naspram metoda molekularne dijagnostike u
dijagnostici MODY dijabetesa

LC-ESI-MS predstavlja snaznu analiticku metodu u kojoj su, kako sam naziv kaze,
spregnute tekucinska kromatografija, elektrosprej ionizacija i masena spektrometrija. LC
(tekucinska kromatografija) omogucuje razdvajanje analita u uzorku otopljenom u prigodnom
otapalu na temelju razlicitih elucijskih vremena, odnosno na temelju fizikalno-kemijskih

razliCitosti koje dovode do razlika u vremenu zadrzavanja na kromatografskoj koloni. ESI
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(elektrosprej ionizacija) za razliku od ionizacije laserom (MALDI; matrix-associated laser
desorption/ionization) omogucuje tvorbu aerosola bez velike fragmentacije molekula, §to je
od velike vaznosti u analizi bioloskih makromolekula. ESI takoder omogucuje sprezanje
tekucinske kromatografije na maseni spektrometar — naime, analiti razdvojeni na
kromatografskoj koloni relativno niskom brzinom protoka ulaze u maseni spektrometar gdje
dolazi do rasprSenja Cestica i ionizacije pod utjecajem jakog elektricnog polja, te se potom
pod utjecajem visoke temperature ukloni ostatak otapala (prigodna otapala su ona koja su lako
hlapljiva, poput metanola ili acetonitrila). U masenom spektrometru, nastale Cestice koje
nazivamo molekularnim ionima razdvajaju se nacelno na temelju razlike u omjeru m/z,
odnosno omjeru mase i naboja. Postoji vise izvedbi masenih spektrometara, pa tako
kvadrupolni maseni spektrometar razdvaja molekularne ione na temelju stabilnosti njihove
putanje u osciliraju¢em polju stvorenom pomocu Cetiri paralelno postavljene Sipke. Analiticka
uc¢inkovitost ove izvedbe moze se poboljsati pripajanjem vise analizatora mase u niz §to
nazivamo tandemskom spektroskopijom, a izmedu dva takva kvadrupola moze se postaviti i
kolizijska ¢elija ispunjena inertnim plinom gdje ¢e analiti koji su prosli prvi kvadrupol biti
dodatno fragmentirani prije ulaska u drugi. Druga Cesta izvedba masenog spektrometra je ona
u kojoj se analiti razdvajaju na temelju razlike u brzini putovanja do detektora, tzv. TOF
(time-of-flight) analizatori. Svim ioniziranim ¢esticama dodijeljena je ista kineticka energija

te Ce se njihova brzina putovanja razlikovati na temelju razlike u omjeru m/z.

LC-ESI-MS je specifi¢na i osjetljiva analiticka metoda ¢iji rezultati govore o strukturi
ispitivanog analita. Struktura proteina uvjetuje funkciju proteina, te je stoga informacija o
strukturi proteina od neizmjerne koristi kada ispitujemo njegovu funkcionalnost. S druge
strane, metodama molekularne dijagnostike kao $to su sekvenciranje gena ili ispitivanje
prisutstva odredenih mutacija metodom lan¢ane reakcije polimerazom, dobivamo informaciju
0 prisustvu ili odsudstvu mutacije. Kada je rije¢ konkretno o MODY dijabetesu, od interesa je
nekoliko razli¢itih gena. Najce$¢i oblik MODY dijabetesa, HNF1A-MODY, moze biti
posljedica vise razli¢itih mutacija, od kojih brojne jo§ uvijek nisu poznate, a kamoli opisane. S
druge strane, opisane su i brojne mutacije gena HNF1A koje ne uzrokuju pojavu MODY
dijabetesa, a prepoznate su i one kojima jo$ nije pridruzeno znacenje. Zbog heterogenosti i
sloZenosti promjena u genu HNF1A, metode molekularne dijagnostike u dijagnostici MODY
dijabetesa imaju odredene nedostatke, dugotrajne su i ponekadne donose zadovoljavajucu
klinicku informaciju. Obzirom da postoje brojne indicije da upravo HNF1A sudjeluje u
regulaciji glikozilacije AGP-a, analiza strukture i sastava glikana na AGP-u govori izravno o
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funkcionalnosti HNF1A, §to je gotovo potpuna klini¢ka informacija u dijagnostici MODY

dijabetesa.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

12



Maturity-onset diabetes of the young (MODY) je oblik monogenskog tipa Secerne
bolesti na koji otpada 1-2 % svih slu¢ajeva. Danas je opisano preko deset razli¢itih mutacija
koje uzrokuju MODY, te je na temelju tih mutacija bolest klasificirana u viSe podtipova
(Tablica 1.). Najces¢i tip je MODY3, uzrokovan mutacijom u genu HNF1A koji kodira za
transkripcijski faktor HNF1A, pa ga nazivamo i HNF1LA-MODY. Diferencijalna dijagnostika
za HNF1A-MODY ukljucuje genotipizaciju kako bi se utvrdila neka od desetaka mutacija
gena koja pouzdano uzrokuje bolest. Bolest se najces¢e javlja u dobi od 18.-te do 45.-te
godine Zivota, te je u tom zivotnom periodu opravdano posumnjati na to da se radi o diabetes
mellitusu tipa II, pa ¢ak i o diabetes mellitusu tipa I kod mladih pacijenata u ovoj skupini.
Obzirom na to da je diabetes mellitus tipa I ima svoje specifi¢nosti, kao §to je autoimuna
patofiziologija bolesti, lakSe ga je eliminirati kao potencijalnu dijagnozu. Stoga je inicijalno
postavljena dijagnoza kod HNF1 —-MODY najées¢e diabetes mellitus tip II, $to uvelike
otezava oporavak i uspostavu kontrole glikemije kod tih pacijanata. Naime, prva linija
lijeCenja kod osobas diabetes mellitusom tipa Il je metformin, koji kod HNF1IA-MODY
djeluje slabo ili nikako na kontrolu glikemije, za razliku od sulfonilureja koje brzo, efikasno i

sigurno dovode do kontrole glikemije kod ovih pacijenata.

a-1 kiseli glikoprotein (AGP) je protein akutne faze koji se sintetizira najveéim
dijelom u jetri te je njegova fizioloska uloga do danas uglavnom opisivana u kontekstu
transportnog proteina za brojne endogene i egzogene tvari. AGP ima 5 glikozilacijskih mjesta
te na glikanski dio otpada ¢ak 40% ukupne mase. Juszczak i suradnici primjetili su kako
pojedinci s potvrdenom mutacijom HNF1A imaju smanjenu stopu fukozilacije plazmatskih
proteina. Takoder, glikanske strukture za koje Juszczak i suradnici navode da imaju najvecu
diskriminirajuéu mo¢ u razlikovanju pojedinaca s HNF1A-MODY i onih s dijabetesom tipa Il
odgovaraju strukturama glikana vezanih na AGP (Clerc et al., 2015.). Promatranje promjena u
glikozilaciji ukupnih proteina plazme moze navesti na krivi trag, obzirom da rezultati ovise i 0
koncentracijama tih proteina. U slucaju ispitivanja glikozilacije pojedina¢nih proteina,
koncentracija u plazmi nec¢e imati utjecaja. Stoga ¢e se u ovom radu ispitati fukozilacija
AGP-a kod pojedinaca s HNF1A-MODY-em u odnosu na pojedince bez mutacije u HNF1A
genu LC-ESI-MS metodom, s ciljem identifikacije onih struktura koje ih razlikuju te
predstavljaju potencijalan diskriminacijski biljeg. Hipoteza rada je da je udio glikanskih
struktura AGP-a koje na sebi imaju vezanu fukozu smanjen kod osoba s HNF1A-MODY

oblikom Secerne bolesti u odnosu na osobe bez mutacija u genu.
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3.1. Ispitanici

Analiza N-vezanih glikana na AGP-u provedena je na ukupno 90 uzoraka plazme
pacijenata sa razli¢itim stanjem gena HNF1A, od ¢ega je 57 Zzenskih i 33 muska ispitanika. Od
ukupnog broja, 72 uzorka prikupljena su od pacijenata koji nemaju mutaciju HNF1A, dok je
ostalih 18 uzoraka pripada pacijentima koji imaju potvrdenu mutaciju HNF1A Kkoja je
dokazano povezana s razvojem MODY-a. Kao kontrolni uzorci odabrani uzorci AGP
standarda izoliranog iz humane plazme (Sigma Aldrich, St Louis, MO, SAD) te smjesa

uzoraka plazme koji su analizirani usporedno s uzorcima plazme pacijenata.

3.2. Obogacdivanje AGP-a

Priprema uzoraka za tandemsku masenu spektroskopiju je u prvom koraku ukljucivala
,obogacivanje*“ AGP-a na nacin da je iz uzoraka plazme istalozena seromukoidna frakcija. Po
20uL plazme svakog od uzoraka otpipetirano je u PCR plo¢icu sa 96 jazica (Thermo
Scientific, Rockford, IL, SAD) te je potom u svaku jaZicu dodano 80uLO0,75M otopine
perklorata (Merck, Darmstad, Njemacka). Tako pripremljena PCR ploc€ica centrifugira se 10
minuta na 2250g. Nastali supernatant preto¢i se u drugu, Cistu PCR plocCicu, uz pomoc
adaptera za spajanje plocica i kratkog centrifugiranja (oko 30 sekundi) na niskoj brzini (15g).
Supernatantu u svakoj jaZici dodaje se priblizno 9 pL 2% otopine fosfotungisticne kiseline
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u 2M otopini HCI (VWR International, Radnor, PA,
SAD). PCR ploé¢ica se potom ponovno centrifugira 10 minuta na 2250g, a nastali supernatant
odvoji pomocu adaptera za spajanje ploCica i kratkog centrifugiranja (oko 30 sekundi) na
niskoj brzini (15g). Zaostali talog u primarno koriStenoj PCR plocici sadrzi seromukoidnu
frakciju, te se on otopi s oko 30 pL 0.1M otopine NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

SAD) pri ¢emu se dobije bistra otopina.
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3.3. Redukcija, alkilacija i digestija tripsinom

Po 2,5 puL 1,5% RapiGest SF-a (Waters, Milford, MA, SAD) u otopini 30 mM
amonijevog bikarbonata doda se u svaku jazicu otopljenim proteinima. RapiGest SF je
surfaktant koji se dodaje kako bi se olaksala digestija enzimima. Nakon dodavanja RapiGesta,
PCR plocica s uzorcima inkubira se 5 minuta na 60 °C. Potom se u svaku jazicu dodaje po 5
pL 60 mM otopine ditiotreitola (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) koji sluzi kao
reducirajuc¢e sredstvo te se tako pripremljena PCR plocica inkubira 30 minuta na 60 °C.
Nakon druge inkubacije, nakon $to PCR plocica s uzorcima ponovno dosegne sobnu
temperaturu, svakoj jazici dodaje se po 5 uL 160 mM jodoacetamida (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD) kao alkiliraju¢e sredstvo, a potom se uzorci mijeSaju na tresilici u mraku 30
minuta. Nakon provedene alkilacije, djelovanje suviska jodoacetamida ponistava se
dodavanjem 1uL 200mM otopine ditiotreitola. Za optimalno djelovanje tripsina, potrebno je
prilagoditi pH otopine §to se postize dodatkom 2ul. 1 M amonijevog bikarbonata. Potom se u
svaku jazicu doda po 2uL otopine TPCK-om tretiranog tripsina koncentracije 0,4pg/ul. PCR
plocica s uzorcima ostavi se preko noci inkubirati na 37 °C. Dan poslije, u svaku se jazicu doda
po 3ulL 1M HCI kako bi se razgradio RapiGest SF-a koji bi u suprotnom kasnije ometao

ionizaciju. PCR plocicu s dodanim HCI-om potrebno je inkubirati 45 minuta na 37°C.

3.4. Obogacéivanje glikana ekstrakcijom na ¢vrstu fazu (HILIC-SPE)

Nakon tretmana uzoraka tripsinom ¢ime su hidrolizirane peptidne veze, u uzorcima
zaostaje smjesa peptida i glikopeptida, aekstrakcijom na ¢vrstoj fazi pomocu kromatografije
temeljene na hidrofilnim vezama (HILIC-SPE) glikopeptidi se obogacuju. Ekstrakcija na
¢rvstu fazu provodi se u propilenskim filter plo¢icama s 96 jazica u koje se otpipetira 100 puL.
suspenzije Chromabond® HILIC kuglica (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka) u 0,1% TFA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) koncentracije 50mg/mL. Propilenska ploCica se potom
pripremi na nacin da se jazice dva puta isperu s po 250 puL 0,1% TFA, a potom ekvilibriraju
dvostrukim ispiranjem s po 250 puL 90%-tne otopine acetonitrila + 0,1% TFA. Ispiranje
plocice provodi se uz pomo¢ vakuumske pumpe na nacin da se ispod plocCice postavi ploCica
za otpad te se snagom vakuuma otapalo eluira u plocicu za otpad. Uzorci se razrijede s po

450uL acetonitrila + 0,1% TFA 1 dodaju u jazice propilenske filter plocice. Prvo se dvostruko
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isperu s po 250 pL acetonitrila + 0,1 % TFA uz pomo¢ vakuumske pumpe, a dobiveni eluati
se odbace u plocicu za otpad. Nakon dvostrukog ispiranja, umjesto plocice za otpad se postavi
Cista PCR plocica, a glikopeptidi zaostali na ¢vrstoj fazi kona¢no se eluiraju s po 200 pL
0,1%-tne otopine TFA. Ostatak otapala iz eluata se ukloni u SpeedVac vakuumskom

koncentratoru, nakon ¢ega se uzorci pohranjuju na -20°C do analize.

3.5. Analiza obogacenih glikopeptida metodom LC-ESI-MS

Razdvajanje 1 analiza glikopeptida prvotno vezanih na AGP provedena je uz pomo¢
Compact spektrometra masa (Bruker, USA) koji je spregnut sa nanoACQUITY UPLC sustav
(Waters, USA). Osusenim uzorcima doda se 30 uL ultraCiste vode ¢ime se razrijede 10 puta.
Potom se uzorci injiciraju u Acclaim PepMap100 C8 (5 mmx300 um i.d.) pretkolonu gdje se
3 minute ispiru s 0,1%-tnim TFA pri brzini protoka od 40 uL/min. AGP glikopeptidi potom se
razdvajaju na C18 nano-LC koloni (150 mmx75 pum i.d.) s 2.7um HALO ¢esticama
fuzionirane jezgre na temelju peptidne osnove glikopeptida gradijentnom eluacijom na 30°C
uz acetonitril brzinom protoka od 1 pL/min i to na nacin da se udio 80% acetonitrila tijekom
prvih 5 minuta povecao od 0% do 20%, a narednih 11,5 minuta od 20% do 50%.
NanoACQUITY UPLC sustav spregnut je na Compact spektrometar masa preko
CaptiveSpray nanoBooster ionskog izvora, kolizijska i ionska energija su bile postavljene na 4
eV, a kolizijska ¢elija ispunjena argonom. Za povecanje stope ionziacije glikopeptdia, dodan
je acetornitril u struju dusika. Maseni spektri snimljeni su na frekvenciji od 0,5 Hz unutar
raspona m/z od 100 do 4000.

3.6. Obrada podataka

Sirovi podatci dobiveni analizom glikana LC-ESI-MS-om pretvoreni su u mzXML
datoteku uz MSConvert alat (ProteoWizard verzija 3.), dok je za relativnu kvantifikaciju
rezultata koristen alat LaCyTools (verzija 1.0.11.0.1 b.9). Retencijska vremena uskladena su
prema pet najsnaznijih glikopeptidnih signala. Na trostruko i ¢evtverostruko nabijenim ionima
izvrSena je integracija vrSaka na nacin da se zadrzi 90% teorijske izotopne distribucije kako bi

se pojednostavnila daljnja obrada podataka. Kontrola kvalitete provedena je na tri nivoa:
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e omjer signala i Suma (veci od 15)
e odstupanje od teorijske izotopne distribucije (manje od 25%)

e odstupanje izmjerene mase od teorijske manje od 30 ppm (,,parts per million*)

Kako bi intenziteti bili medusobno usporedivi, intenzitet svakog od snignala izrazen je kao

udio ukupne integrirane povrsine po glikozilacijskom mjestu.

Tako dobiveni podatci vizualizirani su tabli¢cnim prikazima u programu Microsoft Office
Excel. Potom su statisticki usporedeni rezultati dobiveni analizom glikopeptida koji sadrze
fukozu. Usporedivani su intenziteti signala dobivenih na fukoziliranim glikopeptidima
uzoraka pacijenata koji nose o$te¢ujucu mutaciju HNF1A sa signalima dobivenim na
kontrolnim uzorcima. Statisticka usporedba provedena je Mann-Whitney testom. Obzirom na
velik broj napravljenih testova, provedena je Benjamin-Hochberg korekcija p-vrijednosti kako

bi se kontrolirao broj lazno pozitivnih rezultata, odnosno broj pogresaka prve vrste.
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Intenziteti signala u masenim spektrima analiziranih glikopeptida izraZeni su kao udio

ukupne integrirane povrsine po glikozilacijskom mjestu. Obzirom na svrhu istrazivackog

rada, kao glikani od interesa odabrani su oni koji sadrze fukozu kako bi se utvrdilo postojanje

statisti¢ki znacajne razlike u fukozilaciji N-glikana AGP-a kod pojedinaca s HNF1A-MODY

u odnosu na zdrave pacijente, odnosno, u ovom slu¢aju, u odnosu na kontrolne uzorke.

Intenziteti glikana od interesa usporedeni su Mann-Whitney testom te su dobivene p-

vrijednosti koje su zbog velikog broja testova korigirane Benjamini-Hochbergovom

korekcijom. lzvorne i korigirane p-vrijednosti dobivene usporedbom glikana od interesa

pridruzene su odgovaraju¢im glikozilacijskim mjestima te prikazane u tablici 2.

Tablica 2. Prikaz izracunatih p-vrijednosti na temelju Mann-Whitney testa i pripadajucih

korigiranih p-vrijednosti Benjamini-Hochberg korekcijom za pojedini glikan od interesa.

Glikozilacijsko mjesto Glikan p — vrijednost korigirana p-vrijednost
I1 N4H5S2F1 1,652E-07 4,946E-07
Iy N5H6S3F1 1,399E-07 4,946E-07
I3 N4H5S2F1 9,615E-06 1,168E-05
Iy N5H6S1F1 1,141E-06 1,931E-06
Iy N5H6S2F1 3,332E-07 7,080E-07
Iy N5H6S3F1 6,852E-07 1,294E-06

l1,2 N6H7S2F1 7,309E-07 1,308E-06
l1,2 N6H7S3F1 8,850E-04 9,116E-04
l1,2 N5H6S1F1 2,712E-04 2,974E-04
l1,2 N5H6S2F1 2,706E-07 6,572E-07
l1,2 N5H6S3F1 1,746E-07 4,946E-07
l1,2 N6H7S2F1 6,716E-01 6,716E-01
l1,2 N6H7S3F1 4,970E-01 5,120E-01
V1 N5H6S2F1 1,563E-07 4,946E-07
IVq N5H6S3F1 1,323E-07 4,946E-07
V1 N6H7S2F1 2,687E-06 3,806E-06
V1 N6H7S3F1 3,445E-06 4,685E-06
IVq N6H7S4F1 1,193E-06 1,931E-06
IVy N7H8S3F1 7,194E-09 2,372E-07
V1 N7H8S4F1 7,125E-08 4,946E-07
\A N5H6S3F1 8,936E-08 4,946E-07
\ N6H7S2F1 4,858E-06 6,352E-06
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Tablica 2. nastavak

Klaster Glikan p — vrijednost korigirana p-vrijednost
V1 N6H7S3F1 1,987E-06 3,071E-06
Vi N6H7S4F1 9,979E-06 1,170E-05
V1 N6H7S4F2 6,190E-06 7,795E-06
Vi N7H8S3F1 1,058E-07 4,946E-07
V1 N7H8S4F1 3,743E-07 7,487E-07
Vi1 N8H9S4F1 1,000E-07 4,946E-07
V, N5H6S2F1 1,746E-07 4,946E-07
V, N5H6S3F1 3,184E-07 7,080E-07
V, N6H7S3F1 7,241E-05 8,207E-05
V, N6H7S4F1 2,556E-06 3,778E-06
V, N6H7S4F2 2,706E-07 6,571E-07
V, N7H8S4F1 1,395E-08 2,372E-07

Legenda :

Rimskim brojem (1-¥) u nazivu klastera oznaceno je kojem glikozilacijskom mjestu glikan
pripada, dok je u subskriptu arapskim brojem (1,2) oznaceno s koje forme AGP-a glikan
potjece;

Oznake u formulama glikana predstavljaju monosaharida od kojih se sastoje: N - N-

acetilglukozamin, H - heksoza (manoza i galaktoza), F - fukoza, S - sijalinska kiselina

Kao statisti¢ki znaCajne, odabrane su korigirane p-vrijednosti manje od 0,05.
Statisticki znacajne vrijednosti su oznaCene crvenom bojom u tablici 2. Za lakSe
razumijevanje podataka prikazanih u tablici 2., na slici 3. prikazani su kutijasti dijagrami za

usporedene glikane.
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Slika 3. Prikaz usporedbe intenziteta signala glikana od interesa uz pomo¢ kutijastih dijagrama. Na apscisi je
oznacen promatrani alel, odnosno radi li se u glikanima iz uzoraka s mutacijom ili iz uzoraka bez mutacije, dok

je na y-osi intenzitet signala.
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5. RASPRAVA



MODY3, naj¢es¢i oblik MODY-dijabetesa u populaciji, uzrokovan je heterogenom
skupinom mutacija u genu za transkrpicijski faktor HNF1A. Poznato je kako se veéina
oSte¢uju¢ih mutacija nalazi u egzonima 1-6 (Bellanné-Chantelot et all., 2008.), no obzirom na
velik broj svih potencijalnih mutacija u genu HNF1A, to informacija nije od dovoljne klini¢ke
znacCajnosti. Takoder, metode molekularne dijagnostike su dugotrajne i zahtijevaju specifi¢ne
reagense. Za ispitivanje prisustva odredene mutacije metodom lancane reakcije polimeraze,
potrebno je osigurati specifiéne pocetnice koje ¢e omogucditi repliciranje odredenog segmenta
DNA molekule. Ukoliko se radi o viSe segmenata koje je potrebno ispitati, a oni su u
primarnom slijedu udaljeni, potrebno je osigurati razli¢ite parove pocCetnica §to je Cesto
nedostupno i neisplativo. Sekvenciranje gena osigurava potpunu informaciju o njegovom
nukleotidnom slijedu, no ukoliko nukleotidni slijed dobiven analizom nije prethodno ispitian i

istrazen, sam po sebi nije dijagnostic¢ki informativan.

Iz tabli¢nog 1 grafickog prikaza usporedbe fukoziliranih glikopeptida kod pacijenata
koji nose ostecujuu mutaciju i kontrolnih uzoraka u poglavlju 4.1., vidljivo je kako je
statsticki znacajna razlika prisutna kod veéine promatranih glikopeptida, to¢nije od ukupno 34
promatrana glikopeptida tek 2 pokazuju razliku koja nije statisticki znacajna. 1z toga se da
zakljuciti kako je glikozilacija, to¢nije fukozilacija, uistinu promijenjena kod pacijenata koji
nose mutaciju HNF1A u odnosu na pojedince bez mutacije. Rezultati idu u prilog GWAS
studiji (Lauc et al., 2010.) koja je ukazala na to da HNF1A sudjeluje u regulaciji fukozilacije
plazmatskih proteina. Indicije da je fukozilacija plazmatskih proteina promijenjena kod
pojedinaca s mutacijom HNF1A proizlaze iz studija koje su proveli Thanabalasingham i
suradnici, kao i Juszczak i suradnici. Prema rezultatima prikazanim u spomenutim
publikacijama, glikani ¢ija je struktura najviSe promijenjena, odnosno najbolje diskriminira
pojedince s mutacijom HNF1A od onih bez mutacije, strukturno odgovaraju glikanima
vezanim na AGP. Obzirom na to da na rezultate koji se dobiju istovremenim ispitivanjem
glikana sa svih plazmatskih proteina znafajno moze utjecati koncentracija tih proteina u
plazmi, ispitivanje glikana s pojedina¢nog proteina (u ovom slucaju AGP-a) doprinosi

dijagnostickoj specifi¢nosti analize.

LC-ESI-MS metodom dobivamo informaciju o sastavu i strukturi glikana vezanih na
AGP, a dobiveni rezultati izravna su posljedica funkcionalnosti, odnosno nefunkcionalnosti
gena od interesa, §to je u ovom slu¢aju HNF1A. LC-ESI-MS te ostale izvedbe masene
spektrometrije rijetko su prisutne u klini¢kim laboratorijima, obzirom na to da su uredaji

skupi te je rukovanje njima, kao i obrada dobivenih podataka, vrlo zahtijevno. lako je
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implementacija metode rijetka, ¢injenica da se u istovremeno moze obraditi velik broj uzoraka
te da su analiti gotovo trajno stabilni ukoliko se pravovremeno pohrane na -20°C omogucéuje
da se interlaboratorijskom suradnjom i razmjenom uzoraka ipak na relativno jeftin i dostupan

nacin ti uzorci i analiziraju.

Istrazivanje biomolekula masenom spektrometrijom daje potpune i opsezne rezultate,
omogucuje individualan pristup pacijentu te oplemenjuje klinicku anamnezu pacijenta
informacijama koje su rezultat dugoro¢nog djelovanja genskih i okolisnih ¢imbenika §to je
svrha personalizirane medicine. Za razliku od molekularne dijagnostike koja daje jednoznac¢ne
rezultate, odnosno prisustvo ili odsutsvo mutacije gena HNF1A, rezultati analize glikozilacije
AGP-a u sklopu dijagnostike MODY3 govore o funkcionalnosti transkripcijskog faktora
HNF1A i, osim potvrde dijagnoze, daju informaciju i o intenzitetu uc¢inka prisutne mutacije i
omogucuju personalizirano pracenje pacijenta. MODY dijabetes je najéeSée pogresno
inicijalno dijagnosticiran kao dijabetes tipa II, Sto klinicara dovodi na krivi trag kad je u
pitanju kreiranje protokola lije¢enja 1 posljedi¢no dovodi do razvoja dijabeti¢kih komplikacija
koje su mogle biti izbjegnute. Kad je rije¢ o pacijentima koji boluju od MODY dijabetesa,
Cinjenica da se specifiénom i osjetljivom metodom jasno mogu razluciti od pacijenata koji
boluju od drugih tipova dijabetesa od velike je pomo¢i u izradi protokola lijeCenja pa time i u

poboljsanju kvalitete Zivota tih pacijenata.
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6. ZAKLJUCAK



MODY dijabetes je najéeS¢e pogresno dijagnosticiran kao dijabetes tipa Il obzirom da se
javlja u adolescentskoj i odrasloj populaciji, nema autoimuni karakter i okarakteriziran je
tipicnim simptomima Secerne bolesti. Greska u postavljanju inicijalne dijagnoze dovodi do
pogresnog lijeCenja te se umjesto dokazano korisnih sulfonilureja, uglavnom propisuje
metformin koji znaCajno ne doprinosi lijeCenju bolesti. MODY dijabetes se odnosi na
heterogenu skupinu bolesti, a naj¢eséi oblik je MODY3 uzrokovan mutacijom gena HNFI1A
koji kodira za istoimeni transkripcijski faktor. No, iako je poznato koji je gen od interesa Cije
se mutacije mogu ispitivati u klinicke svrhe, dosadasnja istrazivanja utvrdila su postojanje
brojnih mutacija gena HNF1A od kojih neke uzrokuju bolest, neke ne, a nekima jo$ uvijek
nije dodijeljeno znacenje. Stoga metode molekularne dijagnostike nisu od velikog znacaja u
dijagnostici dijabetesa MODY3 obzirom da daju jednozna¢nu informaciju o postojanju ili
nepostojanju mutacije, $to nije dovoljna klini¢ka informacija za postavljanje dijagnoze.
Istrazivanja su potvrdila kako postoji znacajna korelacija izmedu prisutstva mutacije HNF1A i
promjene u glikozilaciji, to¢nije fukozilaciji, plazmatskih proteina. Usporedbom glikana
plazmatskih proteina pacijenata bez i pacijenata sa oSte¢ujucom mutacijom HNF1A
ustanovljeno je kako je stopa fukozilacije smanjena. Nedostatak tih studija je ¢injenica da na
rezultat mogu utjecati i koncentracije pojedinih plazmatskih proteina i njihovi omjeri.S druge
strane, ukoliko se analiziraju glikani s pojedinac¢nog proteina, moze se iskljuditi rizik utjecaja
koncentracije i omjera svih plazmatskih proteina. U ovom radu je u tu svrhu odabran AGP,
obzirom da glikani koji u prethodnim studijama pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu
pojedinaca s mutacijom HNF1A i onih bez nje strukturno odgovaraju glikanima s AGP-a.
Usporedba glikana s AGP-a u pojedinaca sa i bez osteCuju¢e mutacije HNF1A potrvdila je
inicijalnu hipotezu rada, a to je da je stopa fukozilacije uistinu smanjena kod pojedinaca s
oStecuju¢om mutacijom HNF1A, odnosno pojedinaca s MODY-em. IstraZivanjem strukture i
sastava glikana naAGP-u, koji su izravna posljedica djelovanja transkripcijskog faktora
HNF1A, dobiju se informacije koje govore o funkcionalnosti tog transkripcijskog faktora, te
omogucuju jednostavnije postavljanje dijagnoze i pravovremeno lijeCenje. Struktura 1 sastav
glikana na AGP-u mogu se definirati metodom LC-ESI-MS koja je osjetljiva i specifi¢na te

omogucuje istovremenu analizu velikog broja uzoraka.
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Diabetes mellitus je teska kroni¢na bolest koju uzrokuje nemoguénost gusterace da sintetizira
inzulin ili nemoguénost organizma da funkcionalno koristi sintetizirani inzulin (WHO, 1999.).
Diabetes mellitus se, obzirom na mehanizam razvoja bolesti, moze podijeliti na vise
podtipova, a najceS¢e pogresno dijagnosticiran tip dijabetesa je MODY (Maturity-onset
Diabetes of the Young). MODY dijabetes je heterogena skupina poremecaja uzrokovanih
mutacijama u razli¢itim genima, a najces¢i tip je MODY 3 uzrokovan mutacijom gena HNF1A
za istoimeni transkrpicijski faktor. Mutirani transkripcijski faktor HNF1A dovodi do
abnormalne regulacije sinteze inzulina u B-stanicama Langerhansovih otoCi¢a pankreasa zbog
cega dolazi do razvoja Secerne bolesti. Dosadasnjim istrazivanjima ustanovljeno je da do
najboljeg terapijskog ishoda kod MODY pacijenata dovodi lijecenje sulfonilurejama, no, zbog
cesto pogresno postavljene inicijalne dijagnoze, pacijentima se daje metformin koji ne dovodi
do poboljsanja stanja i povlacenja simptoma. Mutacije gena HNF1A su heterogene; neke od
njih su benigne, vise razli¢itih dovodi do razvoja bolesti, a nekima jo§ uvijek nije dodijeljeno
znacenje. Stoga su metode molekularne dijagnostike u dijagnostici MODY dijabetesa
manjkave i1 ¢esto pruzaju rezultate kojima se, zbog manjka literaturnih podataka, ne moze
dodijeliti klini¢cko znaéenje. Prepoznato je kako mutacije u transkripcijskom faktoru HNF1A
dovode do promjene glikozilacije a-1 Kiselog glikoproteina, te se moze pretpostaviti kako bi
iscrpna analiza strukture i sastava glikana na a-1 Kiselom glikoproteinu dala adekvatnu
informaciju o funkcionalnosti transkripcijskog faktora HNF1A, pa tako 1 o klinickoj slici
pacijenta. U ovom istrazivackom radu glikopeptidi su analizirani masenom spektrometrijom
spregnutom na tekucinsku kromatografiju kojom je moguée usporediti velik broj uzoraka
obzirom da metoda trpi istovremeno analiziranje velikih kohorti. Glikopeptidi su ispitani u 90
uzoraka plazme pri ¢emu je njih 72 pripadalo osobama bez mutacije u HNF1A genu, a njih 18
pojedincima s potvrdenom oStec¢uju¢om mutacijom HNF1A. Statistickom obradom podataka
pomoc¢u Mann Whitney testa ustanovljeno je kako je prisutna statisticki znacajna razlika u

fukozilaciji AGP-a izmedu ispitanih skupina.
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Diabetes mellitus is a severe chronic disease caused by the inability of the pancreas to
synthesize insulin or the inability of the body to functionally use synthesized insulin (WHO,
1999). Diabetes mellitus, according to the mechanism of disease development, can be divided
into several subtypes, and the most commonly misdiagnosed type of diabetes is MODY
(Maturity-onset Diabetes of the Young). MODY diabetes is a heterogeneous group of
disorders caused by mutations in different genes, and the most common type is MODY3
caused by a mutation in the HNF1A gene for the transcription factor of the same name.
Mutated transcription factor HNF1A leads to abnormal regulation of insulin synthesis in the
B-cells of the pancreatic islets of Langerhans leading to the development of diabetes. Previous
research has shown that treatment with sulfonylureas leads to the best therapeutic outcome in
MODY patients, but due to the often misdiagnosed initial diagnosis, patients are given
metformin which does not lead to improvement and withdrawal of symptoms. Mutations in
the HNF1A gene are heterogeneous; some of them are benign, more different leads to the
development of the disease, and some have not yet been assigned meaning. Therefore,
molecular diagnostic methods in the diagnosis of MODY diabetes are deficient and often
provide results that, due to lack of literature data, cannot be assigned clinical significance. It
has been recognized that mutations in the transcription factor HNF1A lead to changes in the
glycosylation of a-1 acid glycoprotein, and it can be assumed that a comprehensive analysis
of the structure and composition of glycans on a-1 acid glycoprotein would provide adequate
information on the functionality of transcription factor in HNF1A. patient. In this research
work, glycopeptides were analyzed by mass spectrometry coupled to liquid chromatography
by which it is possible to compare a large number of samples since the method can
simultaneously analyse large cohorts. Glycopeptides were tested in 90 plasma samples, of
which 72 belonged to individuals without a mutation in the HNF1A gene, and 18 to
individuals with a confirmed damaging HNF1A mutation. Statistical processing of the data
using the Mann Whitney test revealed that there was a statistically significant difference in

AGP fucosylation between the examined groups.
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Diabetes mellitus je teSka kroni¢na bolest koju uzrokuje nemoguénost gusterate da sintetizira inzulin ili nemoguénost organizma da
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vie podtipova, a najée$c¢e pogresno dijagnosticiran tip dijabetesa je MODY (Maturity-onset Diabetes of the Young). MODY dijabetes je
heterogena skupina poremecaja uzrokovanih mutacijama u razli¢itim genima, a naj¢e$¢i tip je MODY3 uzrokovan mutacijom gena HNF1A
za istoimeni transkrpicijski faktor. Mutirani transkripcijski faktor HNF1A dovodi do abnormalne regulacije sinteze inzulina u B-stanicama
Langerhansovih otoc¢i¢a pankreasa zbog &ega dolazi do razvoja Se¢erne bolesti. Dosadasnjim istraZivanjima ustanovljeno je da do najboljeg
terapijskog ishoda kod MODY pacijenata dovodi lijeCenje sulfonilurejama, no, zbog Cesto pogresno postavljene inicijalne dijagnoze,
pacijentima se daje metformin koji ne dovodi do poboljSanja stanja i povlacenja simptoma. Mutacije gena HNF1A su heterogene; neke od
njih su benigne, vise razli¢itih dovodi do razvoja bolesti, a nekima jo§ uvijek nije dodijeljeno znagenje. Stoga su metode molekularne
dijagnostike u dijagnostici MODY dijabetesa manjkave i Cesto pruzaju rezultate kojima se, zbog manjka literaturnih podataka, ne moze
dodijeliti klini¢ko znacenje. Prepoznato je kako mutacije u transkripcijskom faktoru HNF1A dovode do promjene glikozilacije a-1 Kiselog
glikoproteina, te se moZe pretpostaviti kako bi iscrpna analiza strukture i sastava glikana na o-1 Kiselom glikoproteinu dala adekvatnu
informaciju o funkcionalnosti transkripcijskog faktora HNF1A, pa tako i o klini¢koj slici pacijenta. U ovom istrazivatkom radu glikopeptidi
su analizirani masenom spektrometrijom spregnutom na tekucinsku kromatografiju kojom je moguée usporediti velik broj uzoraka obzirom
da metoda trpi istovremeno analiziranje velikih kohorti. Glikopeptidi su ispitani u 90 uzoraka plazme pri ¢emu je njih 72 pripadalo osobama
bez mutacije u HNF1A genu, a njih 18 pojedincima s potvrdenom o$te¢uju¢om mutacijom HNF1A. Statisti¢kom obradom podataka pomocu
Mann Whitney testa ustanovljeno je kako je prisutna statisticki znacajna razlika u fukozilaciji AGP-a izmedu ispitanih skupina.
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SUMMARY

Diabetes mellitus is a severe chronic disease caused by the inability of the pancreas to synthesize insulin or the inability of the body to
functionally use synthesized insulin (WHO, 1999). Diabetes mellitus, according to the mechanism of disease development, can be divided into
several subtypes, and the most commonly misdiagnosed type of diabetes is MODY (Maturity-onset Diabetes of the Young). MODY diabetes is a
heterogeneous group of disorders caused by mutations in different genes, and the most common type is MODY3 caused by a mutation in the
HNF1A gene for the transcription factor of the same name. Mutated transcription factor HNF1A leads to abnormal regulation of insulin synthesis
in the B-cells of the pancreatic islets of Langerhans leading to the development of diabetes. Previous research has shown that treatment with
sulfonylureas leads to the best therapeutic outcome in MODY patients, but due to the often misdiagnosed initial diagnosis, patients are given
metformin which does not lead to improvement and withdrawal of symptoms. Mutations in the HNF1A gene are heterogeneous; some of them
are benign, more different leads to the development of the disease, and some have not yet been assigned meaning. Therefore, molecular
diagnostic methods in the diagnosis of MODY diabetes are deficient and often provide results that, due to lack of literature data, cannot be
assigned clinical significance. It has been recognized that mutations in the transcription factor HNF1A lead to changes in the glycosylation of a-1
acid glycoprotein, and it can be assumed that a comprehensive analysis of the structure and composition of glycans on a-1 acid glycoprotein
would provide adequate information on the functionality of transcription factor in HNF1A. patient. In this research work, gly copeptides were
analyzed by mass spectrometry coupled to liquid chromatography by which it is possible to compare a large number of samples since the method
can simultaneously analyse large cohorts. Glycopeptides were tested in 90 plasma samples, of which 72 belonged to individuals without a
mutation in the HNF1A gene, and 18 to individuals with a confirmed damaging HNF1A mutation. Statistical processing of the data using the
Mann Whitney test revealed that there was a statistically significant difference in AGP fucosylation between the examined groups.
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