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SAZETAK

Ubrzani razvoj analitickih tehnika u posljednjih nekoliko desetljeca omogucio je temeljito
istrazivanje procesa N-glikozilacije u brojnim patofiozioloskim stanjima, a uo¢ene promjene u
mnogima od njih dovele su do strelovitog rasta interesa za glikobiologiju. Promjene u N-
glikozilaciji danas se smatraju vrijednim biljezima raznih bolesti, te se njihova specifi¢nost
pokusava iskoristiti u diferencijalne, dijagnosticke i prognosticke svrhe. Prethodne studije
pokazale su da je N-glikanski profil plazmatskih proteina promijenjen u Sec¢ernoj bolesti tipa 1
(SBT1) i to kako u mladoj populaciji u ranoj fazi bolesti, tako i u odrasloj populaciji s
komplikacijama ove bolesti. Jedna od izrazenije uocenih promjena bila je ona u zastupljenosti
visoko-manoznih glikanskih struktura u plazmatskom N-glikomu. Ove strukture dominantno bi
mogle potjecati s komponente komplementa C3, buduc¢i da je to glikoprotein s isklju¢ivo
visoko-manoznim glikanima vezanima na proteinsku okosnicu za kojeg je poznato da doprinosi
razvoju SBT1 poja¢avanjem autoimunih upalnih procesa. Iz tog je razloga u ovom radu
razvijena visokoproto¢na metoda za analizu N-glikozilacije pojedinih glikozilacijskih mjesta
ljudskog C3 proteina upotrebom tekucinske kromatografije spregnute sa spektrometrom masa
(LC-MS) temeljena na njegovu obogacivanju iz plazme pomocu lektinskog afinitetnog medija
visokog afiniteta za manozu. Temporalna stabilnost C3 N-glikoma utvrdena je longitudinalnom
analizom uzoraka 14 zdravih ispitanika uzorkovanih u tri vremenske tocke kroz 10 tjedana.
Novorazvijenom metodom zatim je analizirana krvna plazma 61 djece i mladih s
novodijagnosticiranih Se¢ernom bolesti tipa 1 i 84 njihove zdrave brace i sestara te su uocene
znadajne promjene C3 N-glikoma. SBT1 povezana je s porastom manje procesuiranih struktura
s vise manoznih podjedinica na oba N-glikozilacijska mjesta, a regresijski model temeljen na
C3 N-glikanima pokazao je snaznu moé u diskriminaciji ispitanika sa SBT1 i zdravih kontrola.
Nadalje, C3 N-glikozilacija je analizirana u odrasloj populaciji od 189 ispitanika s razli¢itim
stupnjem najéeséih komplikacija SBT1 — retinopatije i albuminurije. Pokazano je da se C3 N-
glikom zna¢ajno mijenja u teskoj albuminuriji u SBT1, no da je neovisan o0 samom trajanju
bolesti. Retinopatija je pak dovela do promjene samo jedne glikoforme, dok su svi osim jednog
C3 glikopeptida znac¢ajno povezani s razinama hemoglobina Alc (HbAlc). Predstavljene
spoznaje ukazuju na ukljucenost N-glikozilacije i C3 komponente komplementa u
patofiziologiju Secerne bolesti tipa 1 te upucuju na znac¢aj C3 N-glikoma kao potencijalnog

dijagnostickog i1 prognostickog biljega ove bolesti i njoj pridruZzenih komplikacija.

Kljuéne rije¢i: N-glikozilacija, N-glikani, glikoproteomika, C3 komponenta komplementa,

sustav komplementa, Secerna bolest tipa 1, LC-MS, spektrometrija masa



SUMMARY
Introduction

N-glycosylation is a ubiquitous co- and post-translational modification that enriches the
structure and function of proteins, and as such is essential for physiological as well as
pathological cellular functions. This process is indirectly encoded by the genome and
considerably influenced by environmental factors. Changes in N-glycosylation have been
described in different diseases including type 1 diabetes (T1D) and are increasingly considered
as biomarkers of ongoing pathological conditions. Previous study demonstrated that the N-
glycome of total plasma proteins is changed in children with early-onset T1D compared to their
healthy siblings. Furthermore, N-glycosylation was associated with type 1 diabetes
complications, as N-glycome of total serum proteins in adult T1D patients with kidney disease
was proved to be altered. Among the more pronounced observed associations in both studies
were high-mannose N-glycan levels. These structures could predominantly originate from the
C3 component of complement, as this protein is exclusively occupied with high-mannose
glycans attached to its protein backbone. Besides, it is known that C3 contributes to the
development of T1D by enhancing autoimmune inflammatory processes, and the presence of
its activated forms in glomeruli and glomerular capillaries of animal models supports its role in
diabetic nephropathy. As the most abundant complement protein with plasma concentrations of
around 1.2 mg/ml, C3 plays a key role in immune surveillance, so it is no wonder that is also
associated with pathophysiological responses. Notwithstanding the fact of involvement of
complement and N-glycans in the development of type 1 diabetes, N-glycosylation of C3
complement component is still poorly investigated. One of the reasons for this is the lack of
appropriate analytical methods. Although the C3 N-glycan profile is already known, available
analytical protocols are only suitable for a limited number of large volume samples. The
presence of a high-throughput method for the C3 N-glycome analysis would enable
identification of C3 glycoforms associated with the onset of T1D as well as the development of
its complications, after which an evaluation of their diagnostic and prognostic potential could
be done. All this could lead to discovery of novel risk factors of T1D development and
progression, and would result in new knowledge about the mechanism of the disease and the

role of glycosylation behind it.



Materials and methods

The first goal of this thesis was to develop a novel cost-effective glycoproteomic 96-well
workflow for a high-throughput and site-specific N-glycosylation analysis of human C3 on a
glycopeptide level. The glycopeptide level approach guarantees that the changes seen are
protein specific and facilitates the value of C3 N-glycoprofiling in type 1 diabetes risk
assessment. The analysis is based on the identification and relative quantification of C3
glycopeptides according to their corresponding glycosylation sites. In total, six exclusively
high-mannose C3 glycopeptides were found and confirmed in MS/MS analysis that followed,
three per each of the two glycosylation sites present. Developed workflow enables the analysis
of hundreds of samples in only a couple of days, starting from as low as 10 ul of blood plasma
or serum. In order to reduce initial sample complexity, the workflow starts with C3 enrichment
using a lectin matrix. Since C3 contains exclusively high-mannose glycans, Concanavalin A
(Con A) was chosen as it preferentially recognizes glycans presenting a-mannose-containing
cores. Enriched glycoproteins are then digested using endoproteinase Glu-C, and resulting
glycopeptides purified from unwanted hydrophobic peptides by solid phase extraction using
hydrophilic chromatography interactions (HILIC-SPE). Purified glycopeptides are
subsequently analyzed by reversed-phase liquid chromatography coupled to mass spectrometer
by electrospray ionization (RP-LC-ESI-MS) technique. Obtained chromatograms are then
aligned and glycoproteomic data processed by spectra summing over determined retention time
windows. Only signals that meet defined quality control parameters (mass accuracy below 100
ppm, isotopic pattern quality (IPQ) below 25 %, and signal to noise ratio above 8) are eventually
summed and used for relative quantification of the glycoform abundance within each

glycosylation site. Developed workflow was then applied to several cohorts.

To evaluate the C3 N-glycome stability within a healthy individual under physiological
conditions, samples from 14 healthy and age-matched male individuals were measured at three
time points: at the beginning of the study, and after 6 and 10 weeks. Temporal stability was
assessed by calculating intraindividual and interindividual coefficient of variation (CV) for all
C3 glycoforms. Intraindividual CV was measured from longitudinal samples of each subject,

while the interindividual CV was computed from all samples within each time point.

In early-onset type 1 diabetes study, plasma samples of 61 newly diagnosed children and
adolescents (median age of 10, age range 1-16), as well as 84 unaffected siblings (median age
of 11, age range 4-22) derived from the Danish Registry of Childhood and Adolescent Diabetes

(DanDiabKids) were analyzed. The Registry contains samples from T1D patients collected



within three months of the disease diagnosis, as well as samples of their healthy siblings.
Assessment of T1D association with C3 N-glycome was done using linear mixed modelling,
while the evaluation of C3 N-glycome ability to distinguish T1D individuals from their healthy
siblings was done using logistic mixed model elastic net regression.

Type 1 diabetes complications study consisted of 189 blood serum samples collected at the Vuk
Vrhovac University Clinic for Diabetes, Endocrinology and Metabolic Diseases. Study
included type 1 diabetes subjects aged between 18 and 70 years (median age 46 years, age range
18-70), on adequate treatment. Subjects were assessed for common T1D complications
(albuminuria and retinopathy) and divided into three categories per complication: without or
with initial complication, moderate or severe complication. Assessment of association between
C3 N-glycome and various laboratory parameters and T1D complication status was done using
general linear modelling, while the ability of C3 N-glycome to differentiate individuals with
and without different type 1 diabetes complications was done using logistic elastic net

regression.

Results

Developed workflow showed solid inter-day reproducibility with median coefficient of
variation being below 12 % for all the glycoforms analysed. C3 N-glycosylation proved to be
mostly stable under physiological conditions, with its intraindividual variation being smaller
than the variation between individuals, allowing its consideration as a biomarker. Regarding
the early-onset T1D study, significant changes of C3 N-glycan profiles were found. Recent-
onset type 1 diabetes was associated with an increase in the proportion of unprocessed glycan
structures with more mannose units on both C3 N-glycosylation sites: GlciMangGIcNAc2 on
C3.Asn939 glycosylation site and Man;GIcNAc, on C3.Asn85 site (p = 5.43x10° and p =
7.82x108 respectively). A regression model including C3 N-glycans showed notable
discriminative power between children with early-onset type 1 diabetes and their healthy
siblings with AUC of 0.879.

Regarding the T1D complications study, C3 N-glycome in T1D patients changed significantly
in severe stage albuminuria accompanying the disease compared to moderate and initial
albuminuria cases, with biggest change being the increase of the monoglucosylated glycoform
(p =0.002). C3 N-glycan profile of moderate albuminuria was shown to be fairly similar to that
of initial complication. The monoglucoylated form proved to be the only glycoform changed in

retinopathy (p = 0.038), while smoking status and estimated glomerular filtration rate (eGFR)



in T1D showed no effect on C3 N-glycan profiles. Hypertension status in T1D significantly
affected relative abundance of all except one C3 glycoform, with increase in the proportion of
glycopeptides with more mannose units evident on both glycosylation sites (p = 2.23x10 and
p = 2.71x10™ respectively). The same trend was present with poor glycaemic control: higher
HbAlc levels were also associated with glycopeptides with more mannose units on both
glycosylation sites. Once again, the monoglucosylated glycoform had the strongest association
(p = 1.97x10Y"). Lastly, type 1 diabetes duration had no influence on the C3 N-glycome.

Conclusions

A novel high-throughput workflow for detailed N-glycosylation analysis of human C3 was
successfully developed and validated. It enables weekly analysis of hundreds of blood plasma
or serum samples from as low as 10 pl of starting volume, facilitating the research of C3 N-
glycosylation on a large number of samples in future studies of various diseases. As C3 N-
glycome proved to be stable in healthy individuals during homeostasis, its potential use as a

biomarker is enabled.

Aberrant C3 N-glycan profiles characteristic of the early phase of type 1 diabetes have been
identified. Children newly diagnosed with type 1 diabetes were associated with an increase in
the proportion of unprocessed glycans, that is structures with more mannose units, on both C3
N-glycosylation sites. A C3 glycan-based discriminative model for recent-onset type 1 diabetes
was built and its solid distinguishing power indicates that C3 N-glycome could be valuable in

assessment of type 1 diabetes risk in children.

C3 N-glycome was proved to be changed in severe albuminuria accompanying type 1 diabetes,
the biggest change being the increase in the proportion of the monoglucosylated glycoform. A
significant increase of the same glycoform was also characteristic of non-proliferative
retinopathy. C3 N-glycosylation was also shown to be associated with glycaemic control, as
measured by HbAlc. Being independent of the disease duration, C3 N-glycome could be a

potential novel marker of type 1 diabetes onset, progression and severity.

Keywords
N-glycosylation, N-glycans, glycoproteomics, C3 complement component, complement

system, type 1 diabetes, LC-MS, mass spectrometry
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KRATICE

AER — urinarna ekskrecija aloumina (engl. albumin excretion rate)

APC — antigen prezentirajuce stanice (engl. antigen presenting cells)

AUC — povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

C3 — gen za komponentu komplementa C3

ClI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

CID — kolizijom inducirana disocijacija (engl. collision-induced dissociation)

CV - koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation)

SD - standardna devijacija (engl. standard deviation)

eGFR — procijenjena brzina glomerulske filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate)
ER — endoplazmatski retikulum

FA — mravlja kiselina (engl. formic acid)

FDR - stopa lazno pozitivnih rezultata (engl. false discovery rate)

GIcNACc — N-acetilglukozamin

GWAS - cjelogenomska asocijacijska studija (engl. genome-wide association study)

HbA1c — glikirani hemoglobin

HBP — heksozaminski biosintetski put (engl. hexosamine biosynthetic pathway)

HILIC — tekué¢inska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic
interaction liquid chromatography)

HLA — ljudski leukocitni antigen, (engl. human leukocyte antigen complex)

HPLC - tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. high performance liquid

chromatography)

IgG — imunoglobulin G

MAC — kompleks koji napada membranu (engl. membrane attack complex)

MBL — lektin koji veze manozu (engl. mannose-binding lectin)

MDSC - supresorske stanice izvedene iz mijeloida (engl. myeloid-derived suppressor cells)

MHC — glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex)



MS — spektrometrija masa
OR — omjer izgleda (engl. odds ratio)
ROC — krivulja operativne karakteristike prijemnika (engl. receiver operating characteristic)

RP-LC-ESI-MS — tekuc¢inska kromatografija obrnutih faza spregnuta sa spektrometrom masa
ionizacijom elektrorasprsenjem (engl. reverse phase liquid chromatography electrospray

ionization mass spectrometry)

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction)

UPLC - tekucinska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti (engl. ultra performance liquid
chromatography)

UDP-GIcNAc — uridin difosfat-N-acetilglukozamin



1. UVOD



1.1. Glikozilacija proteina

Glikozilacija proteina je sveprisutna kotranslacijska i posttranslacijska modifikacija koja
obogacuje njihovu strukturu i funkciju. To je enzimski proces reguliran gustom mrezom gena
kojim se glikani dodaju na polipeptidnu sekvencu proteina, te je pod znatnim utjecajem
okoli$nih ¢imbenika (1,2). Tipic¢an je glikan kompleksna oligosaharidna struktura koja sadrzi
monosaharidnih podjedinica, glikanska je struktura odredena i to¢nom pozicijom glikozidne
veze, njenom stereokemijskom konfiguracijom, kao i brojem i mjestom grananja (4). Kod
sisavaca, na tisuce glikana tako je izgradeno od svega desetak monosaharida: fukoze, galaktoze,
glukoze, N-acetilgalaktozamina, N-acetilglukozamina, glukuronske Kiseline, iduronske
kiseline, manoze, ksiloze i sijalinskih kiselina (5). Uzrok ovakve goleme raznolikosti glikanskih
struktura je njihova nelinearnost, odnosno sposobnost grananja razli¢itim oblicima glikozidnih
veza. Ne cudi dakle da je glikoproteom nekoliko redova velic¢ine kompleksniji od samog
proteoma. Dok je polipeptidna sekvenca Cesto prakticki identi¢na u brojnim vrstama, upravo se
procesom glikozilacije dodatkom raznovrsnog repertoara glikana stvara funkcionalni

glikoprotein karakteristi¢an za odredenu vrstu (4).

Za razliku od proteina i molekula RNA, ¢ija je sinteza odredena slijedom nukleotida u
odgovaraju¢im genima, glikani ne nastaju prema gotovom predlosku (6). Njihova je sinteza
posljedica kompleksnih interakcija stotine enzima, transkripcijskih faktora, ionskih kanala i
ostalih proteina. Trenutno je poznato preko 700 gena koji kodiraju glikozilacijsku masineriju,
a procjenjuje se da je ¢ak 5 do 10 % naSeg genoma na neki na¢in uklju¢eno u glikozilaciju (7,8).
Ta dinami¢na mreza proteina uklju¢enih u sintezu glikana ¢ini proces glikozilacije izrazito
osjetljivim na razne utjecaje unutar i van stanice. Bilo kakva promjena okolisnih uvjeta koja
utjece na aktivnost enzima ili dostupnost visokoenergetskih donora monosaharida odrazit ¢e se
i na kona¢nu strukturu glikana. Osim genetske komponente, okolis stoga takoder ima presudan
utjecaj na glikansku biosintezu (4,9). Poznato je da faktori kao §to su spol, dob, rasa,
reproduktivni ciklus, prehrana i zZivotne navike poput pusenja, konzumacije alkohola i tjelesne
aktivnosti, utjeCu na glikanske profile, a upravo je to reflektiranje sveukupnosti interakcija

genskih i okoli$nih ¢imbenika odgovorno za ogroman dijagnostic¢ki potencijal glikana (10).

Gotovo su svi membranski i sekretorni proteini glikozilirani, odnosno oko polovice sveukupnih
stani¢nih proteina (1,8). Glikozilacijom proteina moduliraju se njihova biofizi¢ka svojstva,
¢ime se pak posljedi¢no regulira funkcija nativnih proteina kodiranih genomom. Glikani stoga

predstavljaju esencijalni dio jedinstvenog glikoproteinskog entiteta odredujuéi njegovu
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ispravnu strukturu i funkciju u vidu pravilnog smatanja, topljivosti i stabilnosti. Brojni
eksperimenti otkrili su da glikozilacija moZze promijeniti termodinamicke, kineti¢ke i strukturne
znacajke proteina, a variranjem glikanskog dijela omoguceno je i precizno modificiranje
strukture proteina i prilagodavanje njihove funkcije specificnim fizioloskim zahtjevima. Osim
toga, glikozilacijom proteina stvaraju se i vezna mjesta za glikan-specifi¢ne receptore, tzv.
lektine (3,11).

Najcesc¢e glikozidne veze kojima je ugljikohidratni lanac povezan na protein su N- i O-
glikozidna veza, pa tako razlikujemo N- i O-glikane. Glikani na peptid mogu biti povezani
preko N-acetilgalaktozamina, kao S$to je slu¢aj kod O-glikana, ili pak preko N-
acetilglukozamina kao $to je slucaj kod eukariotskih N-glikana. Osim u Sec¢ernoj strukturi koja
sudjeluje u vezi, O- i N-glikani razlikuju se i u mjestu vezanja na peptid: O-glikani se vezu
preko hidrokilne skupine bo¢nog ogranka serina ili treonina, dok su N-glikani povezani preko
asparaginskog ogranka peptidnog lanca slijeda Asn-X-Ser/Thr/Cys, pri ¢emu je X bilo koja
aminokiselina osim prolina (Pro). Dakle, N-glikani ne mogu biti vezani na bilo koji bo¢ni
ogranak asparagina nego isklju¢ivo na onaj unutar to¢no odredenog aminokiselinskog slijeda.
Buduci da N-glikozilirani proteini ¢ine gotovo 90 % glikoproteoma, jasno je da su upravo oni

najistrazivanija skupina glikoproteina (2,12).

1.1.1. N-glikozilacija

N-glikozilacija je visoko konzervirani proces esencijalan za viSestani¢ni Zivot o ¢ijoj vaznosti
dovoljno govori ¢injenica da je odsutnost ove modifikacije letalna za embrij (13). Ve je
spomenuto da se N-glikani mogu vezati na dusikov atom asparaginskog ogranka isklju¢ivo
unutar Asn-X-Ser/Thr/Cys peptidne sekvence, §to ne znaci da su sva takva mjesta uistinu
glikozilirana. Obi¢no je glikozilirano nekih dvije tre¢ine potencijalnih glikozilacijskih mjesta,
a neki proteini uopée nemaju odgovarajucu sekvencu pa stoga nisu ni N-glikozilirani (2). N-
glikozilaciju se nikako ne smije zamijeniti s N-glikacijom, ne-enzimskim vezanjem $ecera na

proteine (14).

Svim eukariotskim N-glikanima zajednicka je pentasaharidna srzna sekvenca — tri manoze i dva
N-acetilglukozamina, a ovisno o Secerima vezanima na tu jezgru mogu se razvrstati u tri glavna
tipa: visoko-manozni, kompleksni i hibridni tip (Slika 1). Visoko-manoznom tipu pripadaju
glikani na ¢iju su jezgru vezane isklju¢ivo manozne podjedinice, dok kompleksni tip ima
raznolike ogranke koji su na jezgru vezani preko N-acetilglukozamina. Najcesce dodavani

Seceri osim manoze i N-acetilglukozamina ukljucuju galaktozu, fukozu, ili pak sijalinsku



kiselinu. Hibridni je tip kombinacija spomenutih: manozni ogranak se veze na Mana1-6, dok

se na Mana1-3 jezgre veze jedan ili dva ogranka preko N-acetilglukozamina (2,15).

Biosinteza N-glikana odvija se u dvije faze i to u dva odjeljka eukariotskih stanica:
endoplazmatskom retikulumu (ER) i Golgijevom aparatu. lako partneri u sekretornom putu, ER
i Golgijev aparat imaju fundamentalno drugaciju ulogu u N-glikozilaciji. Prva faza je visoko
ocuvani biosintetski put koji zapocinje na membrani ER-a sintezom 14-saharidne jezgre na
lipidnom membranskom nosacu dolikol-fosfatu. Taj se oligosaharid zatim prenosi s dolikol-
fosfata na asparagin sekretornih i membranskih proteina tijekom njihove translokacije u lumen
ER-a. Repertoar je glikanskih struktura u ovoj fazi biosintetskog puta i dalje prilicno malen jer
je njihovo procesiranje prakticki zajedni¢ko svim glikoproteinima. Druga faza zapocinje
mofikacijama N-glikana pomocu glikozidaza i glikoziltransferaza u lumenu ER-a i nastavlja se
u Golgijevom aparatu. Upravo ovdje dolazi do nastanka Citavog spektra glikanskih struktura
koji se razlikuju medu vrstama. Glikoziltransferaze uspostavljaju glikozidne veze i time
sintetiziraju glikanski lanac, dok glikozidaze hidrolizom veza uzrokuju njegovo pucanje. lako
glikoziltransferaze predstavljaju anaboli¢ki dio glikozilacije, oba ova enzima uzajamno
odreduju konacan produkt glikanske biosinteze. Ovi enzimi mogu biti prilino razliCito
eksprimirani, te je njihova aktivnost izrazito osjetljiva na fiziolosko stanje stanice. Upravo iz

tog razloga na finalnu strukturu N-glikana utje¢u i trenutni okolisni uvjeti (2,16,17).

Visoko- Kompleksni Hibridni

manozni

@ Man QGal [l GlcNAc « Fuc @ NeuAc

Slika 1. Tipovi N-glikana. Man — manoza, Gal — galaktoza, GIcCNAc — N-acetilglukozamin, Fuc —

fukoza, NeuAc — sijalinska kiselina. Preuzeto i modificirano iz (18).

1.1.2. N-glikani kao biljezi bolesti

Zbog uspjesnog odrazavanja genetskih, ali i nenasljednih individualnih znacajki poput spola,
starosti, prehrambenih i Zivotnih navika, N-glikani se sve ¢eS¢e predstavljaju kao uspjesni

biljezi brojnih bolesti (3,19). Unato¢ slozenom biosintetskom putu, N-glikanski profili proteina
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iznenadujuce su stabilni unutar osobe, a do promjene glikanskih struktura prisutnih na proteinu
dolazi tek izrazenijom promjenom homeostatskih uvjeta (20,21). Na istom proteinu, pa ¢ak i na
istom glikozilacijskom mjestu, moze biti prisutan poprilican broj razlic¢itih N-glikanskih
struktura, formirajuci tako razlicite glikoforme istog glikoproteina. Pojedina glikoforma vjerno
reflektira trenutno fiziolosko i biokemijsko stanje stanice U trenutku sinteze pojedinog
glikoproteina, a promjena glikanske strukture stoga moze oznacavati prisutnost odredenog
patofizioloSkog procesa. Spomenute promjene mogu biti izrazito specifi¢ne, omogucujuéi tako
diskriminaciju izmedu bolesnih i zdravih na temelju N-glikanskih profila, §to je pak osnova za
njihovu primjenu kao uspjesnih biljega (22). Osim za bolest karakteristi¢nih promjena N-
glikoma, uobicajeni polimorfizmi u mehanizmu glikozilacije i posljedi¢ne razlike u sastavu
glikoma koje inace postoje u populaciji isto mogu biti vazni dijagnosticki i prognosticki biljezi
(8). Takoder, pojedine glikoforme mogu biti mete virusima i bakterijama te sluziti kao pro- ili

anti-inflamatatorni signali (21).

Iako su prethodna istrazivanja glikanskih biljega ukljucivala analizu glikosfingolipida ili
glikozaminoglikana, te se kod karcinoma redovito istrazuje O-glikom, fokus vecine provedenih
i trenutnih studija i dalje je na N-glikomu ukupnih plazmatskih ili serumskih proteina. Ta se
Cinjenica moze objasniti velikom zastupljenos¢u N-glikana u serumu i plazmi, S$to
pojednostavljuje i olakSava njihovu analizu. Serum i plazma tradicionalno su najdostupniji te
ujedno minimalno invazivni bioloski uzorci, a ¢injenica da su skoro svi sekretorni proteini N-
glikozilirani ¢ini upravo plazma N-glikom atraktivnom metom potencijalnih biljega (19,23).
Dosadasnja istrazivanja povezala su tako ukupni plazmatski ili serumski N-glikom sa brojnim
bolestima i upalnim stanjima, pogotovo onim kroni¢nima. Tako je aberantan N-glikanski profil
ukupne plazme potvrden u razli¢itim tumorima i oblicima autoimunosti, od upalne bolesti
crijeva pa sve do Secerne bolesti tipa 1. Dakle, osim promjena plazmatskih ili serumskih

koncentracija proteina, glikanske strukture vezane na njih takoder se mijenjaju (15,19,21,24).

Kao $to je ve¢ spomenuto, vecina istrazivanja fokusirala se na plazmatski ili serumski N-
glikom, no u zadnje vrijeme sve je vise dokaza da bi analiza glikanskog profila pojedinog
proteina drasti¢no povecala specifi¢nost pronadenih glikanskih biljega (25). Longitudinalna
analiza protein-specifi¢nih glikanskih profila omogucila bi ranu detekciju sistemskih promjena
i potencijalno mogla posluziti za stratifikaciju oboljelih populacija (26). Od svih glikoproteina,
daleko najistrazeniji N-glikom je onaj imunoglobulina G (1gG-a) kao klju¢ne molekule naseg

imunoloskog sustava te nazastupljenijeg protutijela u serumu (27,28). Ipak, razvojem



odgovarajucih metoda za visokoproto¢nu analizu, N-glikozilacija ostalih proteina takoder sve

vise dobiva na znacaju (29).

1.2. Seéerna bolest tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 (SBT1) je bolest koju karakterizira uni$tavanje p-stanica Langerhansovih
otoCi¢a gusteraCe koje luce inzulin posredovano T stanicama, s nizom autoantigena koji su
ukljuéeni kao mete autoimunog procesa. SBT1 karakterizira aktivacija imunoloskog sustava
koja u konacnici dovodi do nedostatka inzulina i povisene razine glukoze (30,31). Ta je
aktivacija imunoloSkog sustava uvjetovana antigen prezentiraju¢im stanicama (APC, engl.
antigen presenting cell) koje pak onda prezentacijom antigena aktiviraju T stanice, rezultirajuéi
naposljetku destrukcijom B-stanica (31). Klasi¢ni skup ranih simptoma obuhvaca polidipsiju
(trajnu zed), poliuriju (ucestalo mokrenje) i polifagiju (prekomjernu konzumaciju hrane), ¢ije
prisustvo uz neizostavnu hiperglikemiju i dalje predstavlja glavno dijagnosticko obiljezje.
Potreba za cjelozivotnom nadomjesnom terapijom inzulinom takoder je vazna karakteristika

ove bolesti (32).

Nove spoznaje vezane za patogenezu autoimunog razaranja p-stanica pokazale su da je SBT1
heterogena bolest pod kontrolom kompleksne mrezZe interakcija izmedu gena, imunoloskog
sustava i okolisnih ¢imbenika (33). Sto se ti¢e genetske komponente bolesti, do sada je poznato
preko 40 gena Koji u razli¢itom obimu doprinose riziku za SBTI, pa je tako ogito rije¢ o
poligenskoj bolesti. Glavnu determinantu genetske predispozicije predstavljaju geni ljudskog
leukocitnog antigena (HLA, engl. human leukocyte antigen complex), odnosno glavnog sustava
tkivne podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility complex) ¢ovjeka. Ovi geni locirani
na kromosomu 6 nose gotovo polovicu genetske predispozicije za ovu bolest, pa ne ¢udi da se
genetski rizik za SBT1 dijeli na HLA i ne-HLA gene (32,34,35). Unato¢ o¢itoj ukljucenosti
genoma u patogenezu bolesti, ¢injenica da se preko 80 % slu¢ajeva SBT1 javi u obiteljima bez
pozitivne anamneze ukazuje na vaznost ostalih utjecaja za razvoj ove bolesti (36). Inicijacija
destrukcije B-stanica tako se dogada tek nakon odredenog okolisnog okidaca koji promijeni
imunolosku funkciju. Medu najpoznatijim okidac¢ima su virusi (medu ostalima enterovirusi 1
koksaki virus), toksini (poput nitrozamina) ili pak hrana (izlaganje kravljem mlijeku ili glutenu)
(35). Sam proces destrukcije traje tijekom odredenog vremenskog razdoblja koje se obi¢no
mjeri godinama, a obiljeZen je prisutnoscu antitijela na antigene otocic¢a gusterace (34). lako
odredivanje autoantitijela guSterace u visokorizi¢nih pojedinaca moZze ukazati na potencijalni

razvoj bolesti godinama prije nastupa simptoma (32,34), Cinjenica da autoantitijela nisu



prisutna kod svih oboljelih otezava njihovo koristenje kao dijagnostickog i prognosti¢kog alata
(37).

Seéerna bolest tipa 1 je jedna od najéeséih kroni¢nih bolesti u djetinjstvu, a sve se ece
dijagnosticira i u odraslih. lako predstavlja samo desetak posto svih oblika Secernih bolesti,
porast godisnje incidencije ove bolesti od 2-3 % predstavlja veliki javnozdravstveni problem.
Povijesno, SBT1 se smatrala boleséu iskljudivo djece i mladih, no posljednjih desetljeéa to se
misljenje promijenilo pa tako dob viSe ne predstavlja ograni¢avajuéi faktor njene dijagnoze.
Ipak, bolest se 1 dalje najces¢e dijagnosticira izmedu pete 1 sedme godine, ili pak pocetkom
puberteta (32,34). Za razliku od veéine autoimunih bolesti, SBT1 &e¢a je u muskog spola.
Takoder, incidencija bolesti varira s mjesecom rodenja i sezonskim promjenama — djeca rodena
u proljetnim mjesecima imaju vecu Sansu oboljenja, a sama se bolest ¢eS¢e dijagnosticira u
zimskom i jesenskom dobu (32,34). Na globalnoj razini, incidencija i stope prevalencije Seerne
bolesti tipa 1 znacajno variraju, a poznate su i velike varijacije u ucestalosti bolesti izmedu
susjednih podrucja u Europi i Sjevernoj Americi. Sve navedeno podupire teoriju da i genetski i

okoli$ni ¢imbenici zajedno imaju vaznu ulogu u predispoziciji ove bolesti (32,34,35).
1.2.1. N-glikozilacija u Se¢ernoj bolesti tipa 1

Prije vise od 40 godina pokazano je da su razine specifi¢nih glikana vezanih na serumske
proteine povecane u oboljelih od Sec¢erne bolesti, od ¢ega se samo mali dio moze objasniti
povecanjem koncentracije glikoproteina koji nose te glikane (38). Danas je pak poznato da je
preko N-glikanskih profila ukupnih plazmatskih profila moguce diferencirati razlicite vrste
Sec¢erne bolesti, te Cak identificirati pojedince s visokim rizikom od razvoja Sec¢erne bolesti tipa
2 (39-41). U usporedbi s konvencionalnim oderdivanjem autoantitijela, prednost N-
glikoprofiliranja je potencijalno smanjenje troskova, koji se mogu i dodatno smanjiti nakon

odredivanja dijagnosti¢ki znac¢ajnih N-glikanskih struktura (42).

U fizioloskim uvjetima priblizno 3 % glukoze koristi se u heksozaminskom biosintetskom putu
(HBP, engl. hexosamine biosynthetic pathway) (43), u kojem se sintetizira donorska molekula
za proces N-glikozilacije, uridin difosfat-N-acetilglukozamin (UDP-GIcNAc, engl. uridine
diphosphate-N-acetylglucosamine) (44). Konacna glikanska struktura, a ponajprije njen stupanj
razgranatosti, ovisi izmedu ostalog i 0 dostupnosti UDP-GIcNACc (45). Hiperglikemijsko stanje
karakteristi¢no za Secernu bolest dovodi do povecanog protoka glukoze kroz ovaj biosintetski
put te rezultira povisenim razinama UDP-GICNAC, a time potencijalno i visokorazgranatim

glikanskim strukturama (45,46). Upravo je to objasnjenje opazenog povecanja razina



visokorazgranatih N-glikanskih struktura u plazmi kod bolesnika sa se¢ernom bolesti tipa 1 s
nereguliranom glukozom u krvi, bolesnika sa Secernom bolesti tipa 2, pa ¢ak i kod zdravih ljudi

s povecanim rizikom od razvoja dijabetesa u buduénosti (39,42,47,48).

Prethodne studije pokazale su da je N-glikanski profil ukupnih serumskih proteina promijenjen
u odraslih SBT1 bolesnika s bubreznom bolesti i da je N-glikozilacija proteina krvnog seruma
povezana s komplikacijama ove bolesti (48,49). Takoder, nedavno je pokazano da su ukupni
plazmatski N-glikani promijenjeni u djece novodijagnosticirane sa Secernom bolesti tipa 1 te
da diskriminiraju¢i modeli bazirani na plazmatskom N-glikomu pokazuju veliku sposobnost
diferenciranja izmedu novooboljele djece i njihove zdrave brace i sestara s povrsinom ispod
krivulje (AUC, engl. area under the curve) preko 0.9 (50). Jedna od izrazenije uocenih
promjena u toj studiji bila je ona u razinama visoko-manoznih glikana, struktura koje su medu
plazmatskim proteinima prisutne u manjini. Visoko-manozni glikani u nesto su ve¢im udjelima
prisutni na alfa-2-makroglobulinu, imunoglobulinu D i aplipoproteinima (21), dok je
komponenta komplementa C3 specifi¢an plazmatski protein po tome $to je okupirana isklju¢ivo
tom vrstom glikanskih struktura (51). Nadalje, nedavno istrazivanje genoma i glikoma u ranoj
fazi SeCerne bolesti tipa 1 povezalo je N-glikozilaciju plazmatskih proteina s C3 lokusom na
kromosomu 19 odgovornim za kodiranje glavnog proteina sustava komplementa —
kompomente komplementa C3. Ta je studija identificirala dva jednonukleotidna polimorfizma
(SNP, engl. single-nucleotide polymorphism) ovog lokusa povezana s razinama Vvisoke-
manozne Man9 glikanske strukture ukupnih plazmatskih proteina. Man9 glikan prisutan je i na
samom C3 glikoproteinu, i to unutar domene odgovorne za njegovu interakciju s patogenima,
pa bi stoga promjene u razinama ovog glikana potencijalno mogle utjecati na imunoloski

odgovor u secernoj bolesti tipa 1 promijenjenom aktivacijom sustava komplementa (52).

S obirom na neupitnu ulogu sustava komplementa u razvoju Secerne bolesti tipa 1 i ¢injenicu
da je komponenta komplementa C3 protein glikoziliran visoko-manoznim struktura, upravo bi

C3 mogao biti izvor spomenutih promjena N-glikana u krvnoj plazmi.

1.2.2. Komponenta komplementa C3 u Secernoj bolesti tipa 1

Tijekom posljednjih desetljeca, sve je viSe dokaza koji upuéuju na ulogu sustava komplementa
u Secernoj bolesti tipa 1. To su genske studije koje pokazuju povezanost alelnih varijanti
proteina komplementa sa Secernom bolesti, studije o sposobnosti antitijela stanica otoci¢a da
fiksiraju komplement na povrSini -stanica gusterace pospjesujuci njihovo unistenje te studije

na zivotinjama i ljudima koje su potvrdile aktivaciju sustava komplementa u ranoj fazi



patogeneze ove bolesti (30,53,54). Takoder, nekoliko studija je otkrilo da su serumske
koncentracije lektina koji veze manozu (MBL, engl. mannose binding lectin) znacajno povisene
u osoba sa SeCernom bolesti tipa 1 (53,55). MBL je okida¢ jednog od puta aktivacije
komplementa, a povecane razine MBL-a u kombinaciji s nekontroliranom hiperglikemijom
mogu rezultirati poveéanom aktivacijom komplementa te doprinijeti i odrzavati lokalnu

kroni¢nu upalu i oStecenje tkiva (54,56).

Tre¢a komponenta sustava komplementa - glikoprotein C3, ima srediSnju ulogu u aktivaciji
ovog znacajnog sustava. Kao najzastupljeniji protein komplementa u plazmi, C3 ima posebno
svestranu ulogu u imunoloskom nadzoru odrzavajuc¢i kaskadu komplementa pripravnom,
djelujuci kao tocka konvergencije njezinih aktivacijskih puteva i poticuci pojac¢anje odgovora,
vr$eci izravne efektorske funkcije 1 pomazu¢i u koordinaciji nizvodnih imunoloskih odgovora
(51,57). Poznato je da C3 doprinosi razvoju SBT1 pojadavanjem autoimunih upalnih procesa,
a prisutnost njegovog aktiviranog oblika u glomerulima i glomerularnim kapilarama
zivotinjskih modela podupire njegovu ulogu u dijabetickoj nefropatiji (30,58,59). Razlicite
studije na zivotinjama pokazale su da komponenta komplementa C3 ima izravnu ulogu u
streptozotocinom izazvanom autoimunom dijabetesu i da supresorske stanice izvedene iz
mijeloida (MDSC, engl. myeloid-derived suppressor cells) igraju ulogu u otpornosti na
dijabetes u nedostatku komplementa C3 (30,54). Stovise, longitudinalna studija koja je
analizirala 15 polimorfizama komplementa pokazala je znacajnu povezanost jedne varijante C3
gena s klinickom SBT1 medu visokoriziénim HLA-DR4/4 nositeljima (30,60). Takoder, kao
Sto je ve¢ spomenuto, N-glikom ukupnih plazmatskih proteina u novodijagnosticiranoj Sec¢ernoj
bolesti tipa nedavno je povezan upravo s C3 lokusom na kromosomu 19 koji kodira tu zna¢ajnu

komponentu sustava komplementa (52).

1.3. Komponenta komplementa C3

Komponenta komplementa C3 je centralna komponenta urodenog imunoloskog sustava koja,
zajedno s ostalim proteinima komplementa, ¢ini glavni mehanizam domacina za detekciju i
uklanjanje potencijalnih patogena. C3 je srediste aktivacije sva tri aktivacijska puta kaskade
komplementa, a s plazmatskim koncentracijama od 1.0 — 1.5 mg/ml ujedno je i najzastupljeniji
protein tog sustava. Ovaj jedinstveni imunoloski medijator je 185 kDa glikoprotein kodiran
lokusom C3 na kromosomu 19, a sastoji se od disulfidno povezanog B (75 kDa) i a. (110 kDa)
lanca. Sintetizira se u obliku jedinstvenog Pro-C3 prekursora, da bi se onda preveo u

pojedinacne lance ograni¢enom proteolizom (51,57,61,62). Iako se velika ve¢ina njegove



biosinteze odvija u jetri (preko 90 %), drugi organi takoder sudjeluju u tom procesu na lokalnom
nivou (61,63). Kao sjeciste razlicitih aktivacijskih putova, C3 osnazuje reakciju komplementa
te odraduje izravne efektorske funkcije s ciljem koordinacije nizvodnih imunoloskih odgovora.
lako je njegova glavna uloga zastita od patogena, posljednjih godina prepoznat je njegov znacaj
I U raznim homeostatskim procesima u rasponu od regeneracije tkiva do kontrole napredovanja
tumorskih stanica. U isto vrijeme, njegov sredisnji polozaj u imunoloskom nadzoru ¢ini ga

potencijalnim okidac¢em razli¢itih klinickih stanja (51).

Sva tri puta aktivacije kaskade komplementa - klasi¢ni, preko lektina koji vezu manozu i
alternativni - rezultiraju jednim zajednickim putem u trenutku cijepanja neaktivnog C3 proteina
u funkcionalne fragmente C3a i C3b. Manji fragment C3a je anafilotoksin i medijator lokalnog
procesa upale, dok je C3b opsonin koji se moze kovalentno vezati na bilo koju povrsinu u
neposrednoj blizini mjesta nastanka preko svog reaktivnog tioestera. Ukoliko se ta veza ne
formira, vrlo kratkotrajni C3b hidrolizira se i inaktivira u nekoliko milisekundi, ostavljajuci
inaktiviranu molekulu u plazmi. Talozenje tisu¢e C3b fragmenata na povrsini patogena pak
olaksava fagocitozu opsoniziranjem ciljne povrsine. Osim toga, C3b se moze povezati s C3
aktivirajuim proteazama U odgovaraju¢e C5 konvertaze koje zatim kataliziraju stvaranje
kompleksa koji napada membranu C5b-9 (MAC, engl. membrane attack complex). Ovaj se
citotoksi¢ni kompleks umece u lipidne dvosloje membrana, stvarajuci pore koje dovode do lize
patogena. Glikoproteini na povrSini stanica domacina, poput CD46, CD55 i CD59, Stite

domacina negativnom regulacijom kaskade komplementa (51,61,64).

S obzirom na temeljnu ulogu komponente komplementa C3 u brojnim esencijalnim bioloskim
procesima, predvidljivo je da ¢e poremecaj funkcije C3-a rezultirati patoloskim stanjima. Ne
Cudi stoga da je potpuni nedostatak C3 komponente povezan s povecanom osjetljivo$¢u na
bakterijske infekcije u ranom djetinjstvu. Razne mutacije koje utjeCu na njegovu strukturu i
svojstva vezanja takoder su povezane s brojnim bolestima, od senilne makularne degeneracije
do C3 glomerulopatije. Nadalje, C3 je kao protein akutne faze uklju¢en u nastanak gotovo
svakog upalnog stanja. Povecane razine C3-a i njegovih fragmenata opaZene su u brojnim
upalama, ukljucujuéi neuroloske i kardiovaskularne bolesti, pretilost, astmu, rak, parodontitis i
odbacivanje transplantata. Takoder, povecane koncentracije C3-a povezane su i sa Secernom

bolesti i inzulinskom rezistencijom (51,65).
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1.3.1. N-glikozilacija komponente komplementa C3

Glikanski dio ljudskog C3 glikoproteina predstavlja otprilike 2 % njegove ukupne mase (57).
Iako C3 sadrzi tri potencijalna mjesta za vezanje N-glikana, samo su dva zauzeta jer se pokazalo
da asparagin na poziciji 1595 na a-lancu nije glikoziliran (51,66). Komponenta komplementa
C3 je prili¢no specifi¢na u odnosu na ostale proteine po tome $to sadrzi iskljucivo visoko-
manozne N-glikane. Analiza glikana odvojenih o i f lanaca otkrila je da se na a lancu nalaze
glikanske strukture s osam (MangGIcNAC?) ili devet (MangGIcCNAc2) manoznih jedinica, dok
B lanac sadrzi strukture sa pet (MansGICNAC2), Sest (MansGICNAC2) ili pak sedam
(Man7GIcNAc2) manoznih podjedinica (57,61,67). Takoder, na a podjedinici prisutan je i
monoglukozilirani glikan Glc:ManygGIcNAC,, $to je prvi nalaz takvog glikana na ljudskom
serumskom glikoproteinu zdravih osoba (61). Dakle, N-glikanski profil komponente
komplementa C3 sastoji se od ukupno Sest glikoformi, po tri na svakom glikozilacijskom
mjestu. Zanimljivo je da svako glikozilacijsko mjesto sadrzi svoj repertoar glikanskih strukutra

i da nema preklapanja medu njima (61,66).

U usporedbi s drugim proteinima komplementa, ovakav isklju¢ivo visoko-manozni glikanski
profil je prili¢no jedinstven. Velika vecina proteina komplementa sintetizira se u hepatocitima
pa stoga dijele sli¢an biosintetski put (68), no ogranicena raznolikost glikanskih struktura na
C3-u potpuno se razlikuje od ostatka skupine. Najvjerojatnije objaSnjenje za ovaj specifi¢ni
profil N-glikozilacije je ucinak lokalne trodimenzionalne proteinske strukture. Vrlo ograni¢en
repertoar glikana sugerira da su glikozilacijska mjesta relativno nedostupna, $to se moze
objasniti steri¢ki ogranicenom pristupu enzima i Secernih nukleotida glikanu tijekom njegove
biosinteze (61,69). Nadalje, prisutnost monoglukoziliranog GlciMangGIcNAc2 N-glikana
rijetko se uocava u zrelim glikoproteinima. Naime, prisutnost glukoze na N-glikanskoj strukturi
vezanoj na protein glavni je signal kalneksinu i kalretikulinu za zadrzavanje takvih

glikoproteina u endoplazmatskom retikulumu dok se pravilno ne smotaju (70,71).

lako je osnovna karakterizacija C3 N-glikanskih struktura ve¢ napravljena, metode koristene
za njegovo obogacivanje iz ljudske plazme ukljucivale su nekolicinu priliéno slozenih
konsekutivnih koraka. Uglavnom su takve metode zapocinjale precipitacijom C3-a polietilen
glikolom, da bi se zatim njegova izolacija nastavila kroz par koraka afinitetnih kromatografija
i na kraju zavrsila pro¢is¢avanjem gel filtracijom. Ovakve preparativne metode ovise o velikim
pocetnim koli¢inama ljudske krvi i jednostavno nisu prikladne za studije manjih volumena
uzoraka kakvi su inaée dostupni za dijagnosticke svrhe (72—-74). Stovise, ovakve metode nisu

kompatibilne za analizu sa spektrometrijom masa (MS), pa su se stoga oslanjale na koristenje
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glikanskih standarada sto je jedan od razloga visoke cijene takvih analiza. Osim toga, analiza
tekuc¢inskom kromatografijom visoke u¢inkovitosti (HPLC) na razini otpustenih glikana kakva
je radena u takvim studijama dovodi do gubitka informacija specifi¢nih za glikozilacijsko
mjesto, a razne kontaminacije u vidu ostalih glikoproteina otezavaju interpretaciju rezultata
(61,72-75).

1.4. Visoko-proto¢na analiza N-glikana

Ogromna raznolikost glikanskih struktura dugo je predstavljala ozbiljnu prepreku za njihovu
analizu. S obzirom na prepoznatu vaznost N-glikana za strukturu i funkcije glikoproteina,
pojavila se potreba za robusnim metodama analize N-glikozilacije koje se mogu integrirati sa
suvremenom proteomikom. Analizu komplicira ve¢ spomenuta inherentna kompleksnost i
heterogenost N-glikanskih struktura, pa je strukturno odredivanje ovih molekula analiticki
izazov u usporedbi s drugim biomolekulama. Kao $to je ve¢ spomenuto, za razliku od linearnih
peptida ili nukleinskih kiselina, vrlo ograni¢en broj monosaharida moZe tvoriti mnoge
stereoizomerne ugljikohidratne strukture. Potpuna strukturna karakterizacija stoga ne ukljuéuje
samo identifikaciju monosaharidnog slijeda, ve¢ treba odrediti i nacin njihovog medusobnog
vezanja, odnosno njihovu stereokemiju i uzorak grananja (76—78). Istrazivanje glikoproteoma
tako je zapravo dugo bilo otezano upravo zbog nedostatka metoda za karakterizaciju i
kvantifikaciju glikana. lako su nedavna tehnoloska i analiti¢ka dostignu¢a omoguéila uspjesnu
strukturnu karakterizaciju N-glikana, glikomika tek treba ostvariti svoj puni potencijal analizom

milijuna ljudi kao $to je to uéinjeno u podrucju genomike i proteomike (79-81).

Prva glikomska studija provedena prije vis§e od 30 godina analizirala je N-glikane
imunoglobulina G u reumatoidnom artritisu i postavila temelje visoko-proto¢ne glikomike
(79,82). Prvo veliko istrazivanje N-glikoma, usmjereno na N-glikozilaciju ukupnih proteina
ljudske plazme, provedeno je prije vise od 10 godina (83). U meduvremenu su objavljene
stotine studija koje su ukljucivale tisuc¢e uzoraka i otkrile potencijal N-glikana kao biljega
brojnih bolesti (79). Sposobnost pouzdane analize glikoma tisu¢a uzoraka u razumnom
vremenskom roku uz prihvatljivu cijenu preduvjet je za rasireniju analizu glikana u razli¢itim
istrazivanjima, od temeljnih bioloskih studija do onih biomedicinskih i populacijskih
usmjerenih na otkrivanje biomarkera. S ciljem detekcije glikomske varijabilnosti potrebno je

dakle razvijati visoko-proto¢ne metode visoke reproducibilnosti (79,84).

Vec je spomenuto da je heterogenost kljucna odlika N-glikana, pa su tako makroheterogenost i

mikroheterogenost sastavni aspekti glikozilacije proteina. Makroheterogenost se odnosi na
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popunjenost glikozilacijskog mjesta, odnosno na prisutnost ili odsutnost glikana na njemu. Ova
razina regulacije uobicajena je medu svim posttranslacijskim modifikacijama i nije specifi¢na
samo za glikozilaciju. Mikroheterogenost je znatno fascinantniji i kompleksniji aspekt
glikozilacije, a odnosi se na ¢injenicu da pojedinac¢na glikozilacijska mjesta mogu sadrzavati
Citav niz glikanskih struktura $to onda dovodi do brojnih glikoformi tog odredenog
glikozilacijskog mjesta, a time i Citavog proteina. Osim same razlike u sastavu glikanskih
podjedinica, mikroheterogenosti znatno doprinose i strukturni izomeri kao S$to su oni
konformacijski ili pak oni nastali razlikama u povezivanju (npr. a2,3- u odnosu na 02,6-
sijalinska kiselina). Mikroheterogenost moze varirati od jednog glikozilacijskog mjesta do
drugog ili pak moze biti donekle ujednacena u odredenom glikoproteinu, a poznato je da su
varijacije u zastupljenosti glikanskih struktura na pojedinom glikozilacijskom mjestu bioloski
relevantne (85-87). Za potpunu Karakterizaciju glikozilacijskog profila odredenog
glikoproteina potrebno je dakle odrediti udio svake pojedine glikanske strukture kao i opseg

glikozilacije na svakom potencijalnom glikozilacijskom mjestu (77).

Tehnoloski napredak u analitickim metodama i informatici glavni su pokretaci dubinske analize
glikana i glikoproteina. Spektrometrija masa (MS) pokazala se kao najbolji analiti¢ki alat za
strukturnu analizu i kvantifikaciju glikana zbog svoje osjetljivosti, specifi¢nosti, brzine te
mogucénosti razluéivanja izomera. Mno$tvo tehnika ionizacije, fragmentacije i detekcije
omogucuje identifikaciju glikoproteina, glikozilacijskih mjesta ili pak potpune glikanske
strukture (88,89). Tipi¢ni postupak glikomske analize temeljene na spektrometriji masa sastoji
se od koraka: izolacije ili obogacivanja proteina iz uzorka; oslobadanja i izolacije glikana;
derivatizacije glikana i/ili njihovog razdvajanja kromatografijom (ovaj korak nije obavezan te
ovisi o koriStenoj MS tehnici); analize glikana spektrometrijom masa; te zavrSava anotacijom
glikanske strukture te kvantifikacijom (90). Zbog ¢injenice da su istrazivani glikoproteini Cesto
prisutni u relativno malim koncentracijama u plazmi, te da je simultano odredivanje peptidne
sekvence, glikozilacijskog mjesta i glikanske strukture ionako samo po sebi zahtjevno, metode

obogacivanja i pro¢i§¢avanja nuzno prethode MS analizi (89).
1.4.1. Obogacivanje glikoproteina iz bioloskih uzoraka lektinima

Mala zastupljenost glikoproteina u bioloskim uzorcima i njihova slaba u¢inkovitost ionizacije
ionizacijom elektrorasprSenjem predstavljaju glavne izazove u MS analizi glikozilacije
proteina. Kako bi se prevladale spomenute prepreke, ¢esto se koriste tehnike obogacéivanja
glikoproteina iz bioloskih uzoraka. Unato¢ rastu¢em interesu za glikobiologiju i znatnim

tehnoloskim napretkom u spektrometriji masa, vazno je naglasiti da i dalje ne postoji
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univerzalni protokol za glikansku analizu. Odgovarajuci pristupi obogacivanja glikoproteina
osmisljavaju se stoga na temelju glikana od interesa, a naj¢es¢e ukljucuju metode koje se

baziraju na afinitetnoj kromatografiji ili pak hidrazidnoj kemiji (85,91,92).

Afinitetna kromatografija je Sirok pojam za iskoristavanje specifi¢nih biokemijskih interakcija
analita s imobiliziranim ligandima kako bi se obogatile vrste od interesa iz pozadinskih matrica.
U glikoproteomici, lektini su desetljeCima bili najées¢e odabrani ligand afinitetne
kromatografije zbog svog specifiénog prepoznavanja ugljikohidrata (85,93). Naime, lektini su
specijalizirani proteini izolirani iz razli¢itih biljnih 1 Zivotinjskih izvora koji veZu ugljikohidrate
s razli¢itim afinitetima za specificne glikanske strukture. Dugi niz godina koristeni su za
proucavanje interakcija s glikokonjugatima, a trenutno se upravo metode temeljene na
lektinima najéeS¢e koriste za izolaciju, obogaéivanje 1 procis¢avanje glikoproteina i
glikopeptida prije MS analize. Ove se tehnike temelje na reverzibilnoj biospecifi¢noj interakciji
glikoproteina s odgovaraju¢im lektinom imobiliziranom na ¢vrstu podlogu. Tijekom godina,
razli¢iti lektini s visokom specifi¢no$¢u prema odgovaraju¢im glikanskim strukturama
imobilizirani su na agarozu te u svrhu obogacivanja glikoproteina postali komercijalno dostupni
(91,94,95).

Lektini se grupiraju prema svojoj specifi¢nosti, odnosno prema monosaharidima koje vezu
maksimalnim afinitetom. Medutim, lektini unutar odredene skupine monosaharidne
specificnosti takoder se mogu razlikovati svojim afinitetima za razli¢ite glikane. UobiCajenu
metodu grupiranja lektina prema monosaharidnoj specifi¢nosti stoga treba koristiti s oprezom
jer na pravi na¢in ne odrazava slozenije specifi¢ne determinante koje odredeni lektin moze

prepoznati (2).

NajceS¢e koriSten lektin za obogacivanje N-glikoproteina je Concanavalin A (Con A),
tetramerni protein originalno izoliran iz mahunarke vrste Canavalia ensiformis. Lektin je to
visoke specifi¢nosti i umjerenog afiniteta, a preferirano prepoznaje o-manozu te u manjoj mjeri
a-glukozu. Zanimljivo je da prepoznaje iskljué¢ivo N-glikane, dok nije poznato da veze i
zivotinjske O-glikane. Takoder, N-glikane visoko-manoznog tipa veze s puno ve¢im afinitetom
neho biantenarne N-glikane kompleksnog tipa, dok viserazgranate strukture kompleksnog tipa
uopce ne uspijeva vezati. Con A zbog svoje dostupnosti, niske cijene, specifi¢nosti i visokog

afiniteta predstavlja idealan odabir za obogacivanje visoko-manoznih glikoproteina (2,96-98).
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1.4.2. Glikoprofiliranje spektrometrijom masa

Od svih analitickih metodologija rutinski koristenih u analizi glikozilacije proteina, masena
spektrometrija (MS) uvelike dominira zbog svoje osjetljivosti i selektivnosti (77). Masena
spektrometrija je u svojoj najjednostavnijoj definiciji proizvodnja i detekcija iona
karakteriziranih njihovim omjerima mase i naboja (m/z). Detekcija takvih iona rezultira
masenim spektrom koji je dijagram relativne zastupljenosti iona kao funkcije njihovog omjera
m/z. Trenutno su dvije najc¢es$¢e korisStene MS ionizacijske tehnike za analizu ugljikohidrata
matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (MALDI) te ionizacija
elektrorasprsenjem (ESI), koja je obi¢no povezana s teku¢inskom kromatografijom. U MALDI-
ju se laserskim zrac¢enjem molekula matrice kokristaliziranih s uzorkom generiraju ioni analita,
dok su kod ESI-ja uzorci podvrgnuti visokom naponu pa rasprseni u kapljice i desolvatirani u
ione (78,88). Obje ove tehnike pripadaju tzv. mekim tehnikama ionizacije koje stvaraju malo
ili nimalo fragmenata, pa stoga intaktni molekulski ioni dominiraju u spektru (78). Unato¢ tome,
kod kompleksnih bioloskih uzoraka zbog brojnosti iona moze do¢i i do potiskivanja njihovih
signala. Zbog svoje se kompatibilnosti ESI stoga Cesto koristi spregnut s tekuéinskom
kromatografijom (LC-MS), ¢ime se slozena smjesa analita efikasno odvaja i trenutno
pojednostavljuje omogucujuci uc¢inkovitu detekciju (99). Koristenjem iznimno malih protoka
na nanolitarskoj razini (nano-ESI), postize se iznimno Visoka osjetljivost i mala potro$nja
uzorka zbog smanjene pocetne veli¢ine kapljica, pa ne ¢udi da je ova tehnika iznimno popularna

u analizi bioloSkih uzoraka (89).

Masena spektrometrija ima nekoliko vaznih znacajki koje je Cine idealnom za glikomske i
glikoproteomske analize. Sposobnost pruZzanja strukturnih informacija o iznimno malim
koli¢inama analita dokazuje ¢injenica da su granice detekcije dosegnule femtomolarne razine
Sto se tice glikana. Dinamicki raspon od tipi¢no 4 ili 5 redova veli¢ine garantira pak opazanje
signala s relativnom zastupljeno$¢u od svega 0,01 % (81). Takoder, koristenjem tandemske
masene spektrometrije, razli¢iti glikani mogu se identificirati koriste¢i masu molekulskog iona
zajedno s dijagnosti¢kim fragmentacijskim ionima, povecavajuc¢i tako protoc¢nost glikomske
analize i olakSavajuéi potvrdu strukture (100). Unato¢ tome, prisutno je i nekoliko tehnic¢kih
izazova povezano s analizom glikoproteina. Kao prvo, hidrofilna priroda glikana smanjuje
njihovu ucinkovitost ionizacije, §to se onda rjesava korakom derivatizacije ili obogaéivanja.
Osim toga, glikoproteini obi¢no imaju vise od jednog glikozilacijskog mjesta uz brojne druge
posttranslacijske modifikacije, sto uvelike komplicira karakterizaciju potpune glikozilacijske

slike glikoproteina. Takoder, obrade podataka i interpretacija MS/MS spektara zahtijeva
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znaajnu koli¢inu vremena i iskusne stru¢njake, a tofni i precizni softverski alati za

automatiziranu analizu podataka jos su uvijek u povojima (91).

Postoje dvije opce strategije za analizu glikoproteina temeljene na spektrometriji masa.
Strategija "odozgo prema dolje" (engl. top-down) Kkoristi intaktne glikoproteine koji se izravno
podvrgnu MS i tandemskoj MS analizi uz minimalnu pripremu uzorka. Analiza intaktnog
glikoproteina omogucuje karakterizaciju razli¢itih proteoformi izoliranog proteina, ali je
ograni¢ena po pitanju osjetljivosti i rezolucije razlicitih glikoformi. Ovakav pristup pruza
informacije o vrsti i opsegu glikozilacije, no ogranicen je na manje proteine koji nisu pretjerano
heterogeni, pa se uspjesno koristi u analizi glikoproteina bakterijskih flagela i farmaceutskoj
industriji. Druga je strategija "odozdo prema gore™ (engl. bottom-up), koja se ujedno i najéesce
primjenjuje u analizi glikoproteina. Ova strategija ukljucuje dva uobicajena analiti¢ka pristupa:
analizu oslobodenih glikana ili pak analizu glikopeptida. N-glikani se iz glikoproteina obi¢no
oslobadaju enzimatskim putem Koristenjem specificnih enzima poput peptidne-N-glikozidaze
F (PNGaza F), a derivatizacija ugljikohidrata ¢esto je neophodna za poboljsanje osjetljivosti
MS analize. Ovakav je pristup prilicno univerzalan i prakticki neovisan o glikoproteinskom
izvoru. Za analiza glikopeptida potrebno je pak provesti proteoliticko cijepanje glikoproteina
od interesa, nakon Cega se digestirani glikopeptidi karakteriziraju spektrometrijom mase.
Ovakva analiza ¢uva specificnost proteina i glikozilacijskog mjesta ¢ak i kada se analiza
provodi u kompleksnim i nedovoljno ¢istim uzorcima. Medutim, broj i sloZenost analita u

ovakvim analizama zahtijevaju analiticke tehnike visoke osjetljivosti i rezolucije (79,89,101).

Razlic¢ite razine informacija povezanih s glikozilacijom proteina ilustrirane su na Slici 2 (81).
Oslobodeni glikani mogu se detektirati spektrometrijom masa kako bi se dobila informacija o
njihovom sastavu, odnosno monosaharidnom slijedu, $to je prikazano na vrhu piramide. Vec¢ina
ranih MS glikanskih analiza bila je usredoto¢ena upravo na monosaharidni sastav profiliranjem
glikana prema masi. Ovakvom analizom moguce je utvrditi broj odredenih monosaharida u
sastavu glikana: broj heksoza (Glc, Gal i Man), N-acetilheksozamina (GIcNAc i GalNAc),
deoksiheksoze (Fuc) i sijalinskih kiselina (Sia ili NeuAc i NeuGc). lako su ove informacije
ograni¢ene, dovoljne su za promatranje trendova odredenog monosaharida u sastavu glikana
tijekom otkrivanja potencijalnih biomarkera. Nadalje, glikani se mogu kromatografski
razdvojiti kako bi se dobio ukupan glikanski profil, odnosno niz strukturno odvojenih i
definiranih glikanskih struktura (Slika 2). Glikanski profili znatno su unaprijedili nase
razumijevanje velike lepeze glikanskih struktura iz bioloskih uzoraka. Ukoliko prije

kromatografskog razdvajanja izoliramo specifi¢an protein te 0slobodimo samo njegove glikane,
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LC-MS metodom dobivamo glikanski profil to¢no odredenog proteina. Da bi pak informacija
o glikozilacijskom mjestu ostala o¢uvana, potrebno je provesti analizu glikopeptida (Slika 2)
(81).

__ Sastav

gllkana :

Slika 2. Razine informacija o glikozilaciji proteina. Prilagodeno prema (81).

1.4.3. Analiza N-glikopeptida

lako analiza oslobodenih glikana omogucuje odredivanje strukture i sastava glikana te
razumijevanje njihove heterogenosti unutar odredenog glikoproteoma, ona je ogranicena
gubitkom informacija o glikozilacijskom mjestu vezanog glikana. Eliminacijom ove
lokalizacijske informacije nijedan se glikan ne moze povezati sa Svojim mjestom vezanja bez
intenzivne eksperimentalne kontrole. Sveobuhvatna karakterizacija glikoproteina stoga se
oslanja na analizu intaktnih glikopeptida, zadrzavajuci pritom podatke specifi¢ne za mjesto.
Budu¢i da je N-glikozidna veza o€uvana, analiza na razini glikopeptida istovremeno otkriva
informacije i o peptidnoj sekvenci glikozilacijskog mjesta i o samom glikanu. lako
tradicionalno ograni¢ena zbog niske zastupljenosti glikopeptida unutar bioloskog uzorka i
njihove slabe ucinkovitosti ionizacije U odnosu na peptide, analiza glikopeptida dobila je
strelovit uzlet nedavnim napretkom u tehnikama pripreme uzoraka, strategijama obogacivanja
te tehnickim moguénostima samih instrumenata. Ovakav sveobuhvatan pogled na
makroheterogenost i mikroheterogenost odredenog glikoproteina olakSava razjasnjavanje uloge

pojedinih glikoformi u fizioloskim, ali i patofizioloskim procesima (102).
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Tandemska MS analiza spregnuta sa teku¢inskom kromatografijom (LC-MS/MS) trenutno je
najéeS¢a i najmocnija analiticka platforma za analizu glikozilacije proteina na razini
glikopeptida. Potpuna karakterizacija glikopeptida ukljucuje identifikaciju peptidne sekvence
na kojem se nalazi mjesto glikozilacije kao i karakterizaciju sastava glikana. Sama
karakterizacija zapoCinje tako da se sa sigurnos¢u odredi odgovaraju li signali u masenom
spektru glikopeptidima. Nakon te inicijalne provjere potrebno je identificirati peptidni dio, a
zatim i glikanski dio glikopeptida, te sve potvrditi fragmentacijskim podacima. Ovim pristupom
stoga dobivamo informaciju o utvrdenoj glikanskoj strukturi vezanoj na to¢no odredenom

glikozilacijskom mjestu (103,104).

Analiza glikopeptida uglavnom zapocinje obogacivanjem glikoproteina od interesa iz
kompleksnog bioloSkog uzorka kako bi se rijesio problem njegove male zastupljenosti. Vec¢ je
koriStenjem lektina koji specificno prepoznaju glikane od interesa. Nakon toga slijedi korak
denaturacije glikoproteina, ¢ime se omogucuju optimalni uvjeti za proteolizu koja slijedi.
NsajéesSce se provodi specifi¢na enzimatsku proteoliza glikoproteina enzimima koji cijepaju
protein na tocno odredenim aminokiselinama, omogucujuéi svojom selektivnoscu i visokom
aktivno$¢u robusno predvidanje peptidne sekvence. Definitivno najkoriSteniji enzim u
glikoproteomici je tripsin, no odabir enzima uvelike ovisi 0 samom glikoproteinu od interesa,
odnosno o0 Zeljenoj veli¢ini peptida. Buduci da su u novonastaloj smjesi glikopeptidi u manjini,
te da peptidi uzrokuju supresiju njihove ionako slabe u¢inkovitosti ionizacije, nakon digestije
se uglavnom provodi obogacivanje glikopeptida, za Sto se moze koristiti ekstrakcija na ¢vrstoj
fazi (SPE, engl. solid phase extraction) ili pak online pristupi (81,103,105,106). Finalno,
analiza obogacenih glikopeptida najées¢e se provodi tekuc¢inskom kromatografijom obrnutih
faza spregnutoj sa spektrometrijom masa ionizacijom elektroraspr$enjem (RP-LC-ESI-MS,
engl. reverse phase liquid chromatography electrospray ionization mass spectrometry).
Separacija glikopeptida odvija se na C18 koloni pa retencija ovisi 0 peptidnoj okosnici i moze
se predvidjeti iz aminokiselinske sekvence, dok glikanski dio ima samo mali utjecaj na
interakciju izmedu kolone i glikopeptida. Identifikacija glikopeptida u nepoznatim uzorcima
uvelike je potpomognuta njihovom fragmentacijom, dok se karakterizacija glikopeptida
poznatog glikoproteina vise oslanja na retencijsko vrijeme, odgovaraju¢u masu i izotopni profil
(79,81).
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1.5. Obrazlozenje istrazivanja

Poznato je da promjene u N-glikozilaciji proteina mogu modulirati upalne odgovore, kao i to
da su N-glikani dokazano promijenjeni u brojnim patofizioloskim stanjima. Na N-glikanske
biljege stoga se sve ¢esce gleda kao na odli¢an dijagnosticki i prognosticki alat ¢iji se puni
potencijal tek treba razviti. Nedavne glikozilacijske studije bavile su se medu ostalima i
SeCernom bolesti tipa 1 te je N-glikom ukupnih plazmatskih proteina potvrden kao bitan
¢imbenik u njenoj patofiziologiji. Ove su studije pokazale da je N-glikanski profil plazmatskih
proteina promijenjen u mladoj populaciji na samom pocetku Secerne bolesti tipa 1 te da je u
odrasloj populaciji povezan s komplikacijama ove bolesti. Te su studije promatrale N-
glikozilaciju ukupnih plazmatskih proteina, ¢ime je dobivena informacija o promjeni
zastupljenosti pojedinih N-glikanskih struktura u odnosu na sve ostale N-glikanske strukture
prisutne u plazmi. Medu ostalima, jedna od uocljivijih promjena zastupljenosti u Secernoj
bolesti tipa 1 pogada visoko-manozne glikanske strukture. Ove glikanske strukture dominantno
bi mogle potjecati s komponente komplementa C3, glikoproteina koji se od ostalih proteina
plazme razlikuje svojim isklju¢ivo visoko-manoznim glikanskim strukturama vezanima na
proteinsku okosnicu. Osim toga, prva genetska asocijacijska studija N-glikoma u Secernoj
bolesti tipa 1 povezala je upravo C3 gen koji kodira istoimeni protein s visoko-manoznim Man9

glikanom u plazma N-glikomu.

Unato¢ spoznajama o ukljucenosti komplementa i N-glikana u nastanak $ecerne bolesti tipa 1,
N-glikozilacija C3 komponente komplementa i dalje je slabo istrazena. Jedan od razloga tomu
je i nedostatak odgovarajucih analitickih metoda za istrazivanja velikog broja uzoraka malog
volumena. lako je N-glikanski profil C3-a poznat, dostupni analiti¢ki protokoli prikladni su
samo za ograni¢eni broj uzoraka velikog volumena. S obzirom na sve navedeno, u sklopu ovog
doktorskog rada razvijena je metoda za visokoprotoc¢nu analizu N-glikozilacije C3
glikoproteina te iskoristena za identifikaciju struktura povezanih s nastankom Secerne bolesti

tipa 1 kao i razvojem njezinih komplikacija.

Kako je analiza glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina podloZzna utjecaju koncentracije
proteina u plazmi, promjene uocene u prethodnim studijama ne moraju biti nuzno povezane sa
samom promjenom glikanskih profila pa takve analize ne mogu omoguciti identifikaciju
porijekla pojedine glikanske strukture. Tim je pristupom stoga funkcionalno istrazivanje uloge
pojedinog glikoproteina u patofiziologiji odredene bolesti onemoguceno. Visokoprotocna
metoda za analizu C3 N-glikanskih profila nadilazi ova ograni¢enja te omogucuje uvid u

patofiziolosku podlogu ukljucenosti na razini samo jednog proteina. Ova razina informacija
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rezultirala bi novim spoznajama o mehanizmu nastanka bolesti kao i 0 samom procesu

glikozilacije, te omogucila potragu za novim terapijskim metama.

Identifikacijom glikopeptida ljudske C3 komponente komplementa povezanih s nastankom
SeCerne bolesti tipa 1 kao i razvojem komplikacija ove bolesti omogucila bi se buduca
evaluacija njihova dijagnosti¢kog i prognostickog potencijala. Pronalazak glikanskih struktura
prisutnih na C3 glikoproteinu koje ukazuju na poveéan rizik razvoja Secerne bolesti tipa 1 i
pratec¢ih komplikacija olaksalo bi pravovremenu dijagnostiku ove bolesti, time znacajno
unaprijedivsi 1 samu kvalitetu Zivota pacijenata. Zaklju¢no, razvoj metode za visokoproto¢nu
analizu N-glikozilacije ljudskog C3-a omogucio bi istrazivanje glikozilacije ovog proteina na

velikom broju uzoraka u budu¢im studijama raznih bolesti.
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2. ISPITANICI, METODE |
MATERIJALI



2.1. Ispitanici

U sklopu ovog doktorskog rada koriStene su tri razlic¢ite populacije ispitanika. Prvoj populaciji
pripadaju zdravi ispitanici ¢iji su uzorci krvne plazme koristeni za utvrdivanje temporalne
stabilnosti C3 N-glikoma pri fizioloskim uvjetima, $to je jedan od preduvjeta za primjenu C3
glikopeptida kao biljega bolesti. Nakon §to se C3 N-glikom u zdravoj populaciji pokazao

stabilan, njegov diferencijalni potencijal ispitan je u druge dvije populacije ispitanika.

Drugoj populaciji pripadaju ispitanici s novodijagnosticiranom Se¢ernom bolesti tipa 1, dok su
kao kontrolna skupina sluzili njihova zdrava braca i sestre. U toj je studiji usporedena
zastupljenost pojedinih glikopeptida C3 glikoproteina izmedu djece i mladih s
novodijagnosticiranom Secernom bolesti tipa 1 1 njima odgovarajuc¢ih kontrola iste genetske
pozadine. Tre¢oj populaciji pripadaju odrasle osoba sa SeCernom bolesti tipa 1 s razli¢itim
stupnjem najcesc¢ih komplikacija ove bolesti (retinopatija i alouminurija), a N-glikanski profili

C3 glikoproteina usporedeni su izmedu razli€itih stadija navedenih komplikacija.

Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju u svim su studijama potpisali ispitanici,
njihovi roditelji ili skrbnici. Sve studije odobrene su od strane pripadaju¢ih eti¢kih
povjerenstava: Danskog EtiCkog povjerenstva, etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu te etickog povjerenstva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista

u Zagrebu. Istrazivanje je provedeno u skladu s na¢elima Helsinske deklaracije.

2.1.1. Ispitanici za utvrdivanje temporalne stabilnosti C3 N-glikoma

U ovom dijelu istrazivanju sudjelovalo je ¢etrnaest zdravih muskih studenata kineziologije (dob
19 + 0,7 godina). Prije uklju¢ivanja u studiju svim je ispitanicima utvdeno odsustvo
kardiovaskularnih bolesti, ozljeda misi¢a ili pak kontinuiranih medicinskih tretmana.
Ispitanicima je naloZzeno da se suzdrze od konzumacije alkohola i cigareta, kao i od
suplementacije antioksidansima tijekom studije. Uzorci krvi su uzeti od svakog sudionika u tri
vremenske tocke: prilikom ukljuéivanja u studiju, te nakon 6 i nakon 10 tjedana. Krv je
skupljena u EDTA vakuumske epruvete iz antekubitalne vene. Epruvete s EDTA odmah su
centrifugirane na 1370 g tijekom 10 minuta kako bi se odvojili eritrociti od plazme. Nakon toga,

plazma je podijeljena u niz alikvota od 1 ml i pohranjena na -80 °C do analize.

2.1.2. Ispitanici s novodijagnosticiranom SBT1 i njihova zdrava braéa i sestre

Za ovaj dio istrazivanja koristili su se uzorci krvne plazme 61 ispitanika (medijan dobi 10

godina, dobni raspon 1-16 godina) prikupljeni putem DanDiabKids registra unutar tri mjeseca
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od dijagnoze Secerne bolesti tipa 1. Putem istog registra prikupljeni su i uzorci krvne plazme
84 njihovih zdravih brace i sestara (medijan dobi 11 godina, dobni raspon 4-22 godina).
Ukljuéni kriterij za zdrave srodnike bila je dostupnost uzorka krvne plazme bioloskog srodnika
dijagnosticiranog sa Se¢ernom bolesti tipa 1. Svakom ispitaniku uzeti su uzorci krvne plazme
te zabiljeZeni klini¢ki podaci (dob, spol). Za neke ispitanike, viSe zdravih brace i sestara je bilo
ukljuceno u studiju (od 1 do 4 po oboljeloj osobi), ali za vec¢inu slucajeva bio je dostupan uzorak
samo jednog zdravog srodnika. Godina uzorkovanja kretala se od 1997. do 2000., a posljednje
vadenje podataka iz registra i provjera statusa bolesti provedeno je u sije¢nju 2019. godine.

Ukupno je ukljuéeno 145 ispitanika iz 61 obitelji (Tablica 1).

Tablica 1. Deskriptivni podaci ispitanika s novodijagnosticiranom SBT1 i kontrolne skupine

5 Kontrolna
SBTI _
skupina
Broj ispitanika (N) 61 84
Dob (godine) 10 (1-16) 11 (4-22)

Zenski spol (N, %) 29 (47.5 %) 39 (46.4 %)

2.1.3. Ispitanici sa SBT1 s razli¢itim stupnjem komplikacija bolesti

Za ovaj dio istrazivanja koristilo se 189 uzoraka krvnog seruma prikupljenih u Sveucilisnoj
klinici za dijabetes, endokrinologiju i bolesti metabolizma Vuk Vrhovac Klinicke bolnice
Merkur. Studija je ukljucivala ispitanike sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u dobi izmedu 18 1 70 godina
(medijan dobi 46 godina), na odgovarajuc¢oj terapiji. Secerna bolest tipa 1 definirana je
pocetkom simptoma prije 35. godine Zivota, pozitivnim autoantitijelima i trajnom terapijom
inzulinom zapocetom unutar 12 mjeseci nakon dijagnoze. Osim uzimanja krvnog seruma,
provedeni su biokemijski testovi (CRP, serumska glukoza nataste, bubrezna funkcija i lipidni
profil), a prikupljena su i antropometrijska mjerenja. Krvni tlak mjeren je dva puta u sjede¢em
polozaju Zivinim tlakomjerom nakon odmora od 10 minuta. Serumska glukoza je mjerena
enzimskom kolorimetrijskom metodom. Albumin u urinu i hemoglobin Alc (HbA1c) izmjereni
su spektrofotometrijski turbidimetrijskim imunoinhibicijskim testovima. HbAlc rezultati
izrazeni su u DCCT ekvivalentu (%). Podaci o razinama kreatinina u serumu, dobi, spolu i rasi
koristeni su za izra¢un eGFR-a pomoc¢u CKD-EPI formule. Hipertenzija je definirana kao krvni
tlak jednak ili ve¢i od 140/90 mmHg. Svim je ispitanicima evaluiran status najéescih
komplikacija SeCerne bolesti tipa 1: albuminurije i retinopatije. Nakon inicijalne procjene,
ispitanici su podijeljeni u tri kategorije s obzirom na status komplikacije: bez ili s po¢etnim
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komplikacijama (1), umjerene komplikacije (2) i teske komplikacije (3). Kategorije
albuminurije izracunate su na temelju brzine izlu€ivanja albumina u mokraéi (AER), sa
sljede¢im kriterijima: < 30 mg/24 h (1); 30 - 300 mg/24 h (2); > 300 mg/24 h (3). Status
retinopatije procijenjen je na temelju nalaza okulistickog pregleda, sa sljede¢im kategorijama:

nema retinopatije (1); neproliferativna retinopatija (2); proliferativna retinopatija (3).

Tablica 2. Deskriptivni podaci ispitanika. Podaci su prikazani medijanima i intekvartilnim rasponom za

kontinuirane varijable te brojem i postocima za kategorijske varijable.

Broj ispitanika (N) 189
Spol (N)
Muski 82 (43 %)
Zenski 107 (57 %)
Dob (godine) 46 (33-56)
Trajanje SBT1 (godine) 14 (7-23)

Albuminurija (N)

1 25 (14 %)
2 154 (82 %)
3 8 (4 %)
Retinopatija (N)
1 150 (79 %)
2 28 (15 %)
3 11 (6 %)
Pusenje (N)
Nepusaci 131 (70 %)
Pusaci 57 (30 %)
Hipertenzija (N)
Ne 137 (72 %)
Da 52 (28 %)
"eGFR(ML/min/1.73m2)  98(89-111)
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2.2. Metode
2.2.1. Eksperimentalni dizajn

Visokoproto¢na metoda za analizu glikozilacije komponente komplementa C3 razvijena je i
optimizirana koriStenjem standarda ljudske plazme napravljenog od skupnih uzoraka plazme
ispitanika koristenih za ispitivanje temporalne stabilnosti C3 N-glikoma. Ponovljivost metode
odredena je izracunom Kkoeficijenta varijacije (CV) osam tehnickih replikata spomenutog
standarda plazme. Ponovljivost izmedu dana procijenjena je koristenjem oktaplikata dobivenih
trima uzastopnima pripremama uzoraka iz tjedna u tjedan. Ponovljivost metode validirana je
unutar i izmedu dana za sve analizirane glikoforme. Tijekom testiranja osjetljivosti metode,
komponenta komplementa C3 je u triplikatu obogacen iz sljedeceg niza pocetnih volumena
skupnog standarda plazme: 10, 5, 2.5 i 1 pl. Sve glikoforme identificirane i ru¢no potvrdene iz
skupnog standarda plazme uklju¢ene su u analizu podataka u kasnijim studijama. Ekstrahirani
signali su zbrojeni i normalizirani na ukupnu integriranu povrsinu po glikozilacijskom mjestu
kako bi se uklonile varijacije u intenzitetu signala izmedu uzoraka, $to je omogucilo njihovu
usporedbu. Prije same analize, svi su uzorci nasumi¢no rasporedeni na mikrotitarsku plocicu s
96 jazica koriStenjem programa Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corp) i R programskog jezika
(verzija 4.0.5).

2.2.2. Obogacivanje C3 glikoproteina iz ljudske plazme

C3 glikoprotein je iz uzoraka ljudske plazme obogacen koristenjem lektina Concanavalin A
(Con A). Con A-Sepharose 4B (Global Life Sciences Solutions) medij u volumenu od 10 ul
stavljen je u polipropilensku filter plocicu s 96 jazica te predkondicioniran tri puta s puferom
za vezanje (20 mM Tris, pH 7.4, 0,5 M NaCl, 1 mM CaClz, 1 mM MnCly). Uzorci plazme
volumena 10 pl razrijedeni su s 90 pl pufera za vezanje, naneseni na kondicionirani lektinski
medij i inkubirani preko no¢i na 4 °C uz lagano mijeSanje (107). Nakon ispiranja lektinskog
medija tri puta s 200 ul pufera za vezanje, glikoproteini su eluirani s 200 pl pufera za eluiranje
(200 mM metil a-D-manopiranozid) u 0.1 M octene kiseline, pH 3.0. Ispiranje je provedeno na
vakuumskom kolektoru, a eluiranje je odradeno petominutnim centrifugiranjem pri maloj
brzini. Eluati glikoproteina su odmah osuseni u SpeedVac vakuumskom koncentratoru i

pohranjeni na -20 °C do digestije.

Tijekom tesiranja osjetljivosti metode, C3 glikoprotein je obogacen iz 10,5, 2.5 1 L skupnog
standarda ljudske plazme, sve u triplikatu. Svaki uzorak je podesen na isti pocetni volumen (10

pL) s puferom za vezanje i svi reagensi za obogacivanje dodani su u jednakim koli¢inama.
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2.2.3. Denaturacija glikoproteina i Glu-C proteoliza

Osuseni uzorci glikoproteina resuspendirani su i denaturirani inkubacijom s 48 pl 15 % (v/v)
2-propanola u 0.1 M amonijevom bikarbonatu na 60 °C tijekom 10 minuta (108). Za proteolizu
je u svaki uzorak dodano 2 ul endoproteinaze Glu-C koncentracije 0.5 U/ul u omjeru
proteaza:protein 1:50 (w/w). Plo¢ica s uzorcima zapecacena je termo folijom te inkubirana 18
h na 37 °C. Za test osjetljivosti svi su reagensi za denaturaciju i digestiju dodani u jednakim

koli¢inama.
2.2.4. Obogacivanje glikopeptida ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi

Nakon zavrsetka digestije, glikopeptidi su od peptida procis€eni ekstrakcijom na Evrstoj fazi
pomocu tekuéinske kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama (HILIC-SPE, engl.
hydrophilic interaction liquid chromatography - solid phase extraction). Postupak je proveden
koriStenjem Chromabond HILIC zrnaca silicijevog dioksida (109). Suspenzija HILIC zrnaca u
koncentraciji od 50 mg/ml najprije je pripremljenau 0,1 % (v/v) TFA na magnetskoj mijesalici,
te je 100 ul suspenzije dodano u svaku jazicu polipropilenske filter plo¢ice. Na vakuumskom
kolektoru sve su jazice isprane dva puta s 250 ul 0,1 % TFA (v/v) te zatim kondicionirane s dva
puta po 250 pl 0,1 % TFA u 90 % acetonitrilu (ACN) (v/v). Uzorci su razrijedeni s 450 pl 0,1
% TFA u ACN-u do konac¢ne koncentracije od 90 % ACN-a i naneseni na predkondicionirana
zrnca. Nevezane necistoce dvaput su isprane s 250 ul 0,1 % TFA u 90 % ACN. Obogaceni
glikopeptidi eluirani su s 200 ul 0,1 % TFA u ¢istu mikrotitarsku plocicu centrifugiranjem pri
maloj brzini. Eluati su odmah osuseni u vakuumskom koncentratoru SpeedVac i pohranjeni na

-20 °C do analize.

2.2.5. Nano-LC-ESI-MS(/MS) analiza obogacenih glikopeptida

Analiza glikopeptida provedena je na nano-LC sustavu ACQUITY UPLC M Kklase (Waters)
povezanog s Compact Q-TOF spektrometrom masa (Bruker Daltonik GmbH). Razdvajanje se
temeljilo na tekucinskoj kromatografiji obrnutih faza spregnutoj sa spektrometrom masa
ionizacijom elektrorasprSenjem (RP-LC-ESI-MS, engl. reverse phase liquid chromatography
electrospray ionization mass spectrometry). Primijenje je tekucinska kromatografija ultra
visoke djelotvornosti (engl. ultra-high performance liquid chromatography, UPLC), a nano-
LC sustav spojen je na MS pomocu izvora CaptiveSpray podrzanog tehnologijom nanoBooster.
Osuseni glikopeptidi resuspendirani su u 20 pl ultradiste vode i razrijedeni tri puta prije
nano$enja na trap C18 kolonu Acclaim PepMap (5 x 0.3 mm, 5 um, 100 A). Na trap koloni

analiti su procis¢eni 3 minute s 0.1 % mravlje kiseline (FA) (v/v) pri brzini protoka od 40 pl/min
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I zatim prebaceni na analiti¢ku kolonu. Prije injektiranja svakog pojedinog uzorka, trap stupac
je ispran s 20 ul izopropanola i acetonitrila u volumnom omjeru 25:75, a zatim istim

volumenom 95 % acetonitrila.

Postavke kromatografske i MS analize malo su modificirane izmedu ispitivanih populacija.
Kod uzoraka koristenih za ispitivanje temporalne stabilnosti C3 N-glikoma, kao i uzoraka
ispitanika novodijagnosticiranih sa SBT1 i njihovih zdravih srodnika, odvajanje glikopeptida
provedeno je na temelju njihove peptidne okosnice na HALO C18 koloni (150 x 0,1 mm, 2.7
um). Temperatura kolone postavljena je na 30 °C, a brzina protoka na 1 pl/min. Gradijent je
zapoceo S 0 % otapala B (0.1 % FA u 80 % ACN, v/v) i 100 % otapala A (0.1 % FA, v/v) i
povecan je s 0 % na 25 % B tijekom prvih 3.5 minuta i odrzavan na 25 % jos 1.5 min. Tijekom
sljede¢ih 10 minuta, otapalo B je dodatno povecano na 36 %, zavr$avajuci sa Sestominutnim
ispiranjem sa 100 % otapala B i ukupnim trajanjem gradijenta od 21 min. Nakon razdvajanja,
kolona je ekvilibrirana sa 100 % otapala A tijekom 6 minuta.

Sto se ti¢e uzoraka ispitanika sa SBT1 s razli¢itim stupnjem komplikacija bolesti, odvajanje
glikopeptida provedeno je na koloni SunShell C18 (150 x 0.1 mm, 2.6 um). Temperatura kolone
postavljena je na 30° C, dok je brzina protoka bila 1 pL/min. Gradijent je povec¢an s 0 % na 16
% otapala B (0.1 % FA u 80 % ACN, v/v) tijekom prvih 3.5 minuta i drZzan na 16 % jo$ 1.5
min. Tijekom sljede¢ih 10 minuta otapalo B je dodatno poveéano na 27 %, zavr$avajuéi

Sestominutnim ispiranjem sa 100 % otapala B i ukupnim gradijentom od 21 min.

Analiza spektrometrijom masa za sve je uzorke provedena u pozitivnom nacinu rada
instrumenta s prosjekom brzine snimanja spektara od 2 x 0.5 Hz. Napon kapilare je postavljen
na 1.5 kV, a temperatura plina za susenje bila je 150 °C pri protoku od 4 I/min. Plin za
raspriivanje pojacan s acetonitrilom doveden je pod tlakom od 0.2 bara. i u. Kod uzoraka
koristenih za ispitivanje temporalne stabilnosti C3 N-glikoma, kao i uzoraka ispitanika
novodijagnosticiranih sa SBT1 i njihovih zdravih srodnika, snimanje spektara provedeno je u
m/z rasponu od 200 do 2000, dok je kod uzoraka ispitanika sa SBT1 s razli¢itim stupnjem

komplikacija bolesti snimanje spektara provedeno u m/z rasponu od 600 do 2000.
Nano-LC-MS sustav u svim je analizama kontroliran ra¢unalnim programima otofControl,
MassLynx i Compass HyStar (svi v.4.1).

2.2.6. Anotacija C3 glikopeptida

Za anotaciju C3 glikopeptida i njihovu MS/MS strukturnu karakterizaciju koristene su gore

navedene MS postavke koriStene za analizu temporalne stabilnosti N-glikoma, uz neke
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modifikacije. Fragmentacijski spektri glikopeptida snimljeni su postupno kolizijskim
energijama u rasponu od 17 do 40 eV, linearno ovisno o stanju naboja i m/z vrijednosti
odabranog prekursora. Ove su vrijednosti primijenjene za 20 % MS/MS dogadaja i
udvostrucene za preostalo vrijeme kako bi se odjednom dobili i glikanski i peptidni specifi¢ni
fragmenti (110). Tri najveca prekursor iona u svakom spektru automatski su odabrana, a
izolacijski prozori postavljeni su na zadane vrijednosti ovisno 0 m/z vrijednosti prekursora.
Dodatna fragmentacija glikopeptida s ciljem potpune karakterizacije njihove strukture
provedena je na spektrometru masa Orbitrap Exploris 240 (Thermo Fisher Scientific), sa
sljede¢im parametrima snimanja: rezolucija 60 000, m/z raspon od 600 do 2000, rezolucija
snimanja ovisnog o podacima 45 000, s HCD (engl. higher collisional dissociation) kolizijskom
energijom postavljenom na 15 %.

Glikopeptidi komponente komplementa C3 manualno su anotirani kKoristenjem MS i MS/MS
spektara generiranih u nacinu snimanja ovisnom o podacima (engl. data-dependant
acquisition). Popis oc¢ekivanih C3 glikoformi na pojedinom glikozilacijskom mjestu prireden
je na temelju dostupnih podataka iz literature (57,61,67). Ocekivane glikoforme asignirane su
na temelju njihove m/z vrijednosti izraCunate za visestruko nabijene protonirane ione i1 zatim
potvrdene uporabom fragmentacijskih MS/MS spektara. Za ru¢no tumacenje fragmentacijskih
spektara koriSteni su Compass DataAnalysis (v.4.1) i GlycoWorkbench 2.0 (111), pri ¢emu se
potonji koristi pod licencom besplatnog softvera. Tijekom postupka anotacije uzeti su u obzir
svi literaturni podaci o N-glikanskim strukturama na C3 glikoproteinu, kao i sve potencijalne
opasnosti anotacije temeljene na MS-u. Sumirani maseni spektri klastera pojedinog
glikozilacijskog mjesta ru¢no su pretrazeni za potencijalne dodatne glikoforme, dok su s istim
ciljem pretrazeni svi MS/MS spektri za glikopeptidne dijagnosticke ione kao S$to je
GIcNAciMan;.

2.2.7. Proteomska analiza podataka

Za procjenu uéinkovitosti razvijenog protokola za obogacivanje komponente komplementa C3
i identifikaciju ostalih obogacenih glikoproteina u Con A eluatu, provedena je proteomska
analiza pomo¢u MaxQuant racunalnog programa (verzija 1.6.10.43). Za analizu je koriSten
humani referentni proteom (verzija izdanja: 2019 07, ProteomeID: UP000005640) koji sadrzi
75 069 unosa sekvenci proteina preuzet s Uniprota. U postavkama analize, vrsta instrumenta
postavljena je na Bruker Q-TOF. Svi su parametri analize ostavljeni na zadanim postavkama,

osim tolerancije pretrazivanja prvog peptida koja je postavljena na 0.1 Da. Tolerancija
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pretrazivanja glavnog peptida ostavljena je na 0.006 Da, a tolerancija pretrazivanja mase
fragmenata postavljena je na zadanu vrijednost od 50 ppm. Za enzim je odabran GIuC, uz
maksimalno dva promasena cijepanja. Stopa otkrivanja lazno pozitivnih rezultata postavljena
je na 1 %. Kao varijabilne modifikacije postavljeni su oksidacija, acetilacija i
karbamidometilacija. Koristenjem podataka razine MS?, identificirani proteini su kvantificirani
zbrajanjem ekstrahiranih ionskih kromatograma svih izotopskih klastera povezanih s
pojedinom peptidnom sekvencom. Relativna zastupljenost svakog identificiranog proteina

izraZena je kao postotak ukupnog intenziteta.

2.2.8. Temporalna stabilnost C3 N-glikoma

Kako bi se procijenila temporalna stabilnost C3 N-glikoma kod zdravih osoba u fizioloskim
uvjetima, 14 zdravih mladih muskih osoba uzorkovani su u tri vremenske tocke: na pocetku
studije, te nakon 6 i 10 tjedana. Nakon uzorkovanja, sakupljeni uzorci analizirani su
novorazvijenom metodom za analizu glikozilacije komponente komplementa C3. Vremenska
stabilnost procijenjena je odredivanjem intraindividualnog i interindividualnog CV-a svake
pojedine C3 glikoforme. Intraindividualni CV odreden je iz longitudinalnih uzoraka svakog
ispitanika, dok je interindividualni CV izraCunat iz uzoraka svih ispitanika unutar pojedine
vremenske toCke. Prethodno procijenjena unutarlaboratorijska ponovljivost metode unutar

jednog dana posluzila je kao CV same metode.

2.2.9. Ekstrakcija i obrada glikoproteomskih podataka

Ekstrakcija i obrada podataka provedena je pomoc¢u LaCy Tools rac¢unalnog programa (v.1.0.1,
b.9) koji radi pod licencom besplatnog softvera (112). Prije kvantifikacije glikoproteomskih
podataka, izvorne datoteke prvo su pretvorene u mzXML format pomocu alata ProteoWizard
MSConvert (verzija 3.0.19208) (113). Kromatogrami su medusobno poravnati na temelju
retencijskog vremena pet najzastupljenijih glikopeptidnih signala, te je ciljana integracija
provedena na trostruko, ¢etverostruko i peterostruko nabijenim ionima analita. Integracija je
provedena na temelju prethodno potvrdenih C3 glikoformi, s tim da su spektri integrirani tako
da ukljuCuju najmanje 90 % teorijske izotopne razdiobe. Parametri kontrole kvalitete
ekstrahiranih podataka ukljucivali su preciznost mase, odstupanje od teorijske izotopne
razdiobe i omjer signala i Suma, te su automatski izracunati za svaki analit svakog uzorka.
Kvaliteta podataka za pojedini glikopeptid procijenjena je na temelju prosje¢nih vrijednosti
parametara kontrole kvalitete izracunatih iz svih analiziranih uzoraka, i to za svaku glikoformu

1 stanje naboja posebno. Kriteriji ukljucivanja postavljeni su kako slijedi: odstupanje to¢nosti
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mase ispod 100 ppm, odstupanje od teorijske izotopne razdiobe ispod 25 %, te omjer signala i
Suma iznad 8. Sto se ti¢e uzoraka ispitanika sa SBT1 s razli¢itim stupnjem komplikacija bolesti,
odstupanje to¢nosti mase provedeno je s limitom od 40 ppma, dok su svi ostali parametri ostali
isti. Za svaku pojedinu C3 glikoformu samo su stanja naboja u skladu s navedenom kvalitetom
podataka zbrojena i kvantificirana. Sumirani signali su zatim normalizirani u odnosu na ukupnu
integriranu povrsinu pojedinog glikozilacijskog mjesta kako bi se uklonile varijacije u

intenzitetu signala izmedu uzoraka te omogucila njihova medusobna usporedba.

S ciljem dobivanja $to to¢nijih i pouzdanijih mjerenja, varijacije u laboratorijskim uvjetima
tijekom pripreme uzoraka i same analize svedene su na minimum provodenjem korekcije na
razlike u serijama (engl. batch correction). Normalizirani signali su s ciljem dobivanja
normalne distribucije prvo logit-transformirani, nakon ¢ega su mjerenja skupno korigirana
metodom ComBat (R paket ,sva“) (114). Laboratorijski izvor varijacije odrazava se na
mikrotitarskoj plocici, pa je redni broj plo¢ice modeliran kao kovarijat serije. Procijenjeni
udinci Serije zatim su oduzeti od logit-transformiranih mjerenja smanjuju¢i uvedeni

eksperimentalni Sum, te nakon korekcije vraceni iz logit-tranformiranog oblika.

2.2.10. Statisticka obrada podataka

Procjena povezanosti novodijagnosticirane Se¢erne bolesti tipa 1 i C3 N-glikoma provedena je
pomocu linearnog mjesovitog modeliranja s logit-transformiranom normaliziranom povr§inom
glikoforme kao zavisnom varijablom i prisutno$¢u SBT1 kao nezavisnom varijablom. Kako bi
se uklonio ucinak dobnih i spolnih razlika izmedu ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i
kontrolne skupine, te su varijable uklju¢ene kao dodatni kovarijati. Stovise, s obzirom na
genetsku sli¢nost ispitanika sa SBT1 i njihovih zdravih srodnika, braca i sestre iz iste obitelji
grupirani su te je njihov obiteljski ID uklju¢en kao konstantni odsjecak. Rezultati su prikazani
kao omjeri izgleda (OR, engl. odds ratio) SBT1 naspram kontrole za svaku pojedinu
glikoformu. S obzirom na vise provedenih testova, stopa lazno pozitivnih rezultata (FDR, engl.
false discovery rate) kontrolirana je Benjamini—Hochbergovom metodom s p-vrijednoscu koja

se smatra znac¢ajnom manjom od 0.05 (115).

Nakon toga, ispitan je potencijal N-glikanskog profila C3 glikoproteina za diferenciranje
pojedinaca sa Secernom bolesti tipa 1 od njihove zdrave brace i sestara. Diferencirajuci
potencijal C3 N-glikoma procijenjen je na svim ispitanicima koristenjem prediktivnih modela
dobivenih modeliranjem logisticke mjesovite regresije elasticne mreze (engl. logistic mixed

model elastic net regression). Prije treninga na podacima i validacije modela, parametar
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regularizacije alfa postavljen je na 1, dok je lambda optimirana unakrsnom validacijom (engl.
cross-validation) s ciljem najmanje stope pogreske predvidanja (o = 1, A = 0.02). Procjena
diferencirajueg potencijala provedena je usporedbom vrijednosti povrsina ispod krivulje
(AUC, engl. area under the curve) dviju krivulja operativnih karakteristika prijemnika (ROC)
(R paketi glmnet (116) i pPROC(117)) dobivenih iz prediktivnih modela. Nulti model koristio je
samo spol i dob kao prediktore statusa bolesti, dok je puni model koristio spomenute varijable
kao i sve C3 glikoforme kao dodatne prediktore. Zbog rizika od pretjerane prilagodbe” modela
podacima (engl. overfitting) koristena je peterostruka unakrsna validacija. Procijenjene AUC
vrijednosti ROC krivulja usporedene su koristenjem bootstrap metode ponovnog uzorkovanja

s 2000 ponavljanja.

Sto se ti¢e komplikacija $ecerne bolesti tipa 1, procjena povezanosti izmedu C3 N-glikoma i
razli¢itih laboratorijskih parametara i klinickog statusa napravljena je koriStenjem opceg
linearnog modeliranja s logi-transformiranom normaliziranom povrsSinom glikoforme kao
zavisnom varijablom i razli¢itim biokemijskim i klinickim znacajkama kao nezavisnim
varijablama. Kako bi se uklonio uc¢inak dobi, spola i trajanja bolesti, te su varijable ukljucene
kao dodatni kovarijati. Model linearne regresije koriSten za testiranje odnosa C3 N-glikana i
duljine trajanja bolesti imao je samo dob i spol kao dodatne kovarijati. Rezultati su prikazani
kao omjeri izgleda (za kategoricke varijable), ili kao koeficijent koji predstavlja promjenu
normalizirane povrsine glikoforme na logaritamskoj skali (za kontinuirane podatke), i to za sve
C3 glikoformu posebno. S obzirom na viSe provedenih testova, stopa lazno pozitivnih otkri¢a
(FDR, engl. false discovery rate) kontrolirana je Benjamini-Hochbergovom metodom s p-

vrijedno$¢u koja se smatra znac¢ajnom manjom od 0.05 (115).

Glikopeptidi komponente komplementa C3 zatim su evaluirani s ciljem utvrdivanja njihove
sposobnosti identificiranja pojedinaca s razli¢itim komplikacijama dijabetesa tipa 1. Za
retinopatiju 1 albuminuriju, umjerene i teSke komplikacije (kategorije 2 i 3) grupirane su zajedno
kako bi se dobio binarni odgovor: s/bez komplikacija. Povezanost statusa komplikacija SBT1 i
C3 N-glikoma procijenjena je modelima dobivenim logistickom regresijom elasticnom mrezom
(engl. logistic elastic net regression) s parametrima o=1 i 2=0.02. Nekoliko prediktivnih
modela usporedeno je na temelju AUC vrijednosti ROC krivulja. Nulti model je imao samo
spol i dob kao prediktore, dok su ostali modeli kao dodatne prediktore imali: HbAlc, duljinu
trajanja SBT1 ili pak C3 glikopeptide (puni model koristio je sve navedene prediktore). Kao i
ranije, koristena je peterostruka unakrsna validacija, a procijenjene AUC vrijednosti ROC

krivulja usporedeei su boostrap metodom ponovnog uzorkovanja uz 2000 ponavljanja.
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Svi podaci analizirani su i vizualizirani pomocu programskog jezika R (verzija 3.5.2) i

racunalnog programa Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corp).

2.3. Materijali
2.3.1. Kemikalije

U sklopu ovog doktorskog rada koristene su sljedece kemikalije:

2-propanol (Merck, SAD), acetonitril LC-MS ¢istoce (VWR international, SAD), amonijev
bikarbonat (NH4sHCO3) (Acros Organics, Belgija), HILIC zrnca Chromabond (Macherey-
Nagel, Njemacka), kalcijev klorid dihidrat (CaCl. x 2 H20) (Sigma-Aldrich, SAD), ledena
octena kiselina (CH3COOH) (Sigma-Aldrich, SAD), manganov Klorid tetrahidrat (MnCl, x 4
H20), metil a-D-manopiranozid (Sigma-Aldrich, SAD), mravlja kiselina (Sigma-Aldrich,
SAD), natrijev hidroksid (NaOH) (Sigma-Aldrich, SAD), natrijev klorid (NaCl) (CARLO
ERBA Reagents, Njemacka) trifluoroctena kiselina (CF3CO2H) (Sigma-Aldrich, SAD),
tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich, SAD).

2.3.2. Enzimi

U sklopu ovog doktorskog rada koriSten je sljede¢i enzim: endoproteinaza Glu-C iz

Staphylococcus aureus V8 u obliku liofiliziranog praska.

2.3.3. Laboratorijski uredaji i oprema

U sklopu ovog doktorskog rada koristeni su sljedeci laboratorijski uredaji i oprema:
ACQUITY UPLC M class nano-LC sustav (Waters, SAD), analiticka vaga AB54-S (Mettler
Toledo, SAD), centrifuga (Eppendorf, Njemacka), inkubator (MRC, Izrael), magnetski mjesac
Magnetic Stirrer MSH 300 (Biosan, Latvija), mikropipete (Rainin, SAD), nano-LC kolona Halo
C18 (150 mm x 75 pm i.d., 2.7 um) (Advanced Materials Technology, SAD), tehnicka vaga
Highland (Adam Equipment, UK), pH metar Seven Compact (Mettler Toledo, SAD),
predkolona Acclaim PepMap C8 (5 mm x 300 um i.d.) (Thermo Fisher Scientific, SAD),
spektrometar masa Compact (Bruker Daltonics, SAD), treskalica (GFL, Njemacka),
vakuumska centrifuga SpeedVac (Thermo Scientific, SAD), vakuumsko postolje (Millipore
Corporation, SAD), vakumska pumpa (Pall, SAD).

2.3.4. Potrosni materijal

U sklopu ovog doktorskog rada koriSteni su sljedeci potro$ni materijali:
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ABgene PCR plocice s 96 jazica (Thermo Scientific, SAD), mikrotitarske plocice s 96 jaZica
za sakupljanje uzoraka (Waters, SAD), nastavci za pipete (Rainin, SAD), polipropilenske
filter plocice s 96 jazica (OrochemA, SAD).

2.3.5. Racunalni programi i alati

U sklopu ovog doktorskog rada koristeni su sljedec¢i racunalni programi i alati:

Compass DataAnalysis (Bruker Daltonics, SAD), GlycoMod (Swiss Institute of
Bioinformatics, Svicarska), GlycoWorkbench 2 (GNU licenca), HyStar version 4.2 (Bruker
Daltonics, SAD), LaCyTools verzija v.1.0.1, b.9 (Apache licenca), Microsoft Excel 2016
(Microsoft Corp, SAD), MSConvert tool (verzija 3.0.19208) (ProteoWizard, SAD), Otof
control (Bruker Daltonics, SAD), R programski jezik (verzija 3.5.2).
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3. REZULTATIISTRAZIVANIJA



3.1. Razvoj visokoprotoéne metode za analizu N-glikozilacije ljudske komponente

komplementa C3

Smanjenje kompleksnosti uzorka obogacivanjem glikoproteina od interesa cest je prvi korak
glikoproteomskih analiza, a jedan od naj¢esc¢e koristenih pristupa obogacivanja jest lektinska
afinitetna kromatografija (95). Budu¢i da komponenta komplementa C3 sadrzi isklju¢ivo
visoko-manozne glikane, kao optimalan lektin odabran je Concanavalin A (Con A). Con A je
frekventno koristeni lektin koji preferirano prepoznaje a-manozu i u manjoj mjeri glukozu, pa
se stoga prvenstveno koristi upravo za obogacivanje visoko-manoznih glikana (97,118). Na
ovaj se nacin C3 glikoprotein obogacuje na osnovi glikanskog, a ne proteinskog dijela. Vazno
je naglasiti da se ovim pristupom obogacuje ne samo intaktni C3, ve¢ i njegovi manji fragmenti
koji su takoder glikozilirani, kao $to je C3b. Spomenuti lektin se u obliku Con A sefaroznog
afinitetnog matriksa lako prenosi u polipropilenske filter plocice s 96 jaZica te omoguéuje brzo,
visokoproto¢no i jeftino obogac¢ivanje C3 glikoproteina iz ljudske plazme. Nakon
obogacivanja, glikoproteini se digestiraju endoproteinazom Glu-C, a ne uobicajeno koristenim
tripsinom, s ciljem stvaranja optimalne duljine peptidne sekvence za C3 glikoprotein. NezZeljeni
peptidi se zatim od glikopeptida odvajaju pomoc¢u HILIC-SPE postupka. Prema analizi
proteomskih podataka, C3 predstavlja u prosjeku 11 % svih proteina u Con A eluatu nakon
procis¢avanja (Tablica 3), $to je dovoljno za analizu njegove N-glikozilacije specificne za
glikozilacijsko mjesto. Shematski tijek visokoproto¢ne analize ljudskin C3 N-glikopeptida

prikazan je na Slici 3.

d Obogacivanje na 15% (v/v) 2-propanol denaturacija M

f O Con A sepharosi é b {10 min na 60° C) //\\/A\s_\/\/\\
b %) 200 mM metil a-D- O’ Glu-C digestija NN
Ljudska plazma — manopiranozid eluiranje Obogaceni visoko- (18 hat37°C) Smijesa glikopeptida i

slozena smjesa manozni glikoproteini peptida
(gliko)proteina

Obogacivanje A/V\ Nano-RP-LC-ESI-MS ﬂ
\

Intensity

glikopeptida ’ I
N\}'\/\ Separacija na osnovi ‘ A J Time

HILIC-SPE

Obogaceni peptidne sekvence €3 N-glikozilacijski podaci specifiéni za

glikopeptidi glikozilacijsko mjesto

Slika 3. Shematski prikaz metode za visokoproto¢nu analizu ljudske C3 N-glikozilacije. Preuzeto i

prilagodeno iz (119).
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Tablica 3. Proteomska analiza Con A eluata nakon HILIC-pro¢i§¢avanja.

Protein ID Protein Intenzitet Relativni udio
P02671 Fibrinogen alfa lanac 65696000 41%
P01024 Komponenta komplementa C3 17953000 11%
P00450 Ceruloplazmin 14885000 9%

POCOL5;POCOL4 Komponenta komplementa C4-A/B 10704000 7%
Nepoznata kontaminacija 8125900 5%
P01871 Konstantna regija teSkog lanca 7908500 5%
imunoglobulina
P02751 Fibronektin 6033500 4%
P01834 Konstantna regija lakog lanca 6020300 4%
imunoglobulina
P01009 Alfa-1-antitripsin 5589900 3%
P02679 Fibrinogen gamma laanc 4770300 3%
P10909 Klusterin 4468900 3%
P05546 Heparin kofaktor 2 3179100 2%
B4E1Z74;P00751 Komplement faktor B 1696900 1%
P01008 Antitrombin-I11 1618000 1%
P08603 Komplement faktor H 1504000 1%
P00734 Protrombin 1096800 1%

3.2. C3 N-glikoprofiliranje

N-glikoprofiliranje ljudske komponente komplementa C3 prvo je napravljeno na skupnom
standardu plazme dobivenom alikvotiranjem uzoraka plazme ispitanika koristene za ispitivanje
stabilnosti C3 N-glikoma pri fizioloskim uvjetima. Popis o¢ekivanih C3 glikoformi za svako
glikozilacijsko mjesto pripremljen je na temelju prethodno reportiranih glikanskih struktura na
C3 glikoproteinu (57,61,67). Ljudski C3 ima tri potencijalna N-glikozilacijska mjesta, ali samo

su dva okupirana i sadrze razlicite visoko-manozne glikane (108,120). Glikoforme su
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identificirane m/z vrijednostima izraCunatim iz mase svakog Glu-C digestiranog peptida koji
nosi N-glikozilacijsko mjesto te mase odgovarajucih glikanskih struktura na tom mjestu, a
zatim potvrdene koriStenjem fragmentacijskih spektara. Sve genetske varijante ljudskog C3
glikoproteina uzete su u obzir, a nijedna nije utjecala na sekvencu C3 glikopeptida dobivenih
digestijom endoproteazom Glu-C. Ukupno je identificirano Sest glikoformi isklju¢ivo visoko-
manoznog tipa, odnosno tri glikana po glikozilacijskom mjestu. Ovo je potvrdilo prethodna
istrazivanja, budu¢i da nismo pronasli nijednu drugu prisutnu glikoformu koja bi se dala
uspjesno kvantificirati. N-glikanski sastav svakog glikozilacijskog mjesta i kratice koristene za
imenovanje C3 glikoformi prikazane su u Tablici 4. Na temelju polozaja mjesta glikozilacije,
prvo mjesto je nazvano C3.Asn85, a drugo C3.Asn939. Kratica glikoformi sastoji se od naziva
glikozilacijskog mjesta i broja heksoza (H) i N-acetilglukozamina (N) koje sadrzi.
Reprezentativni kromatogram ljudskih C3 glikopeptida s prikazanim ekstrahiranim ionima koji
tvore dva klastera prikazan je na Slici 4, a tipi¢ni sumirani maseni spektar za jedan od klastera

prikazan je na Slici 5.

Tablica 4. Peptidna sekvenca C3 N-glikozilacijskih mjesta dobivena digestijom Glu-C endoproteazom,
njihov glikanski sastav i kratica glikoforme. N-vezani asparagin je oznacen sa *. N (GIcNAC) — N-

acetilglukozamin, Man — manoza, H — heksoza.
N-
glikozilacijsko Peptidna sekvenca Glikanski sastav ~ Kratica glikoforme

mjesto

MansGIcNAC; C3.Asn85-N2H5
Asn 85 KTVLTPATNHMGN*VTFTIPANRE MansGIcNAC, C3.Asn85-N2H6

Man;GIcNAcC; C3.Asn85-N2H7

MangGIcNAC, C3.Asn939-N2H8
Asn 939 GIRMN*KTVAVRTLDPE MansGIcNAC, C3.Asn939-N2H9

GlciMangGIcNAc, C3.Asn939-N2H10
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Slika 4. Reprezentativni ionski kromatogram ljudskih C3 glikopeptida s prikazom ekstrahiranih ionskih
tragova. Preuzeto i prilagodeno iz (119).
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Slika 5. Tipi¢ni sumirani maseni spektar. A, C3.Asn85 klaster s oznacenim trostruko [M+3H']*,

Setverostruko [M+4H*]** i peterostruko [M+5H*]>* nabijenim glikopeptidnim ionima. B, C3.Asn939
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klaster s oznadenim trostruko [M+3H*]** i Getverostruko [M+4H*]** nabijenim glikopeptidnim ionima.

Preuzeto i prilagodeno iz (119).

Na uspjesno kromatografsko odvajanje upucuje i Slika 6 koja prikazuje tzv. base peak
kromatogram zajedno s prikazima ekstrahiranih ionskih tragova C3 koji dominiraju unutar
glavnih pikova. lako je Con A eluat i dalje prili¢no slozena smjesa razli¢itih glikoproteina, ova
brza 21-minutna nano-LC analiza obrnutih faza u¢inkovito odvaja Glu-C peptide, uz minimalno
koeluiranje od strane ostalih peptida sto bi kompliciralo interpretaciju masenih spektara.
Endoproteinaza Glu-C nije odabrana slucajno, ve¢ na temelju optimalnih duljina dobivenih
peptidnih fragmenata od interesa. Naime, u pokusajima digestije glikoproteina tripsinom jedna
je od peptidnih triptickih sekvenci koja sadrzi N-glikozilacijsko mjesto imala samo tri
aminokiseline (Tablica 5), onemogucavajué¢i koherentnu interakciju s C18 kolonom i

uzrokuju¢i probleme u analizi.

Intens]
x108

IS

3 C3.Asn939-N2H8
4 C3.Asn85-N2H7

|
|

o Iy L

Slika 6. Base peak kromatogram zajedno s ekstrahiranim ionima svih Sest C3 glikoformi. Preuzeto i

prilagodeno iz (119).

Tablica 5. Peptidna sekvenca C3 N-glikozilacijskih mjesta nakon digestije s endoproteinazom Glu-C i

tripsinom.

N-glikozilacijsko mjesto  Enzim Peptidna sekvenca

Glu-C KTVLTPATNHMGN*VTFTIPANRE

C3.Asn85 o
Tripsin ~ TVLTPATNHMGN*VTFTIPANR
- *
C3.Asn939 Glu-C GIRMN*KTVAVRTLDPE
Tripsin MN*K
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Svih $est identificiranih glikoformi potvrdeno je u MS/MS analizi koja je uslijedila (Slika 7. i
Slika 8.). Fragmentacijski spektri glikopeptida dobiveni su kolizijom induciranom
disocijacijom (CID, engl. collision-induced dissociation), s tim da su se kolizijske energije
udvostruc¢avale u kasnijih 80 % MS/MS dogadaja omogucivsi time fragmentaciju glikanskih i
peptidnih dijelova unutar jednog tandemskog MS spektra. Zanimljivo je da glikoforme
C3.Asn85 pretezno disociraju na razini peptida, dok su glikopeptidi s glikozilacijskog mjesta
C3.Asn939 Kkarakterizirani uglavnom fragmentacijom glikanskog dijela. Fragmentacija
C3.Asn85 glikopeptida primarno daje ione y-tipa, dok kod C3.Asn939 glikoformi nastaje
kombinacija iona y-tipa i b-tipa. S ciljem bolje karakterizacije glikanske fragmentacije dodatno
smo proveli disocijaciju sudara vise energije (HCD, engl. higher-energy collisional
dissociation). Tipican primjer fragmentacijskog spektra za glikoformu C3.Asn85-N2H6 na
razini peptida i glikana prikazan je na Slici 7. Ostatak glikoformi pokazao je sli¢ne obrasce
fragmentacije, a njihovi MS/MS spektri prikazani su na Slici 8.
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Slika 7. MS/MS fragmentacijski spektar C3.Asn85-N2H6. A, fragmentacija peptidnog dijela C3.Asn85-
N2H6. B, fragmentacija glikanskog dijela C3.Asn85-N2H6. Preuzeto i prilagodeno iz (119).
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Slika 8. Reprezentativni MS/MS fragmentacijski spektar. A, glikoforma C3.Asn939-N2H9. B,
glikoforma C3.Asn85-N2H5. C, glikoforma C3.Asn85-N2H7. D, glikoforma C3.Asn939-N2H8. E,
glikoforma C3.Asn939-N2H10. Preuzeto i prilagodeno iz (119).

3.3. Validacija metode

Odredivanje varijacije razvijene glikoproteomske metode provedeno je izra¢unom vrijednosti

koeficijenta varijacije (CV) tehnickih replikata standarda plazme. Ponovljivost je izracunata

koristenjem oktaplikata na plocici s 96 jazica, a unutarlaboratorijska visednevna ponovljivost

procijenjena je koriStenjem oktaplikata iz tri serije odvojeno pripremljenih uzoraka iz tjedna u

tjedan. Medijan CV vrijednosti iznosi manje od 12 % za sve analizirane glikoforme (Tablica
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6). Povecana varijacija primije¢ena je za monoglukoziliranu glikoformu, dok je medijan CV

vrijednosti za sve ostale glikoforme manji od 5 %.

Tablica 6. Ponovljivost razvijene metode. Izra¢unate srednje vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) za

oktaplikate iz tri odvojeno provedene pripreme uzoraka. Relativni udio svake glikoforme dobiven je

normalizacijom na pojedino glikozilacijsko mjesto.

C3.Asn85- C3.Asn85- C3.Asn85- C3.Asn939- C3.Asn939- C3.Asn939-
C3 glikoforma
N2H5 N2H6 N2H7 N2H8 N2H9 N2H10

Relativni
_ _ 0.136 0.749 0.116 0.341 0.573 0.086
Tjedan udio
1 SD 0.013 0.018 0.009 0.017 0.020 0.022
CV (%) 9.833 2.396 7.393 5.104 3.455 25.199
Relativni
) ) 0.130 0.754 0.116 0.328 0.599 0.073
Tjedan udio
2 SD 0.005 0.006 0.004 0.006 0.005 0.002
CV (%) 3.742 0.775 3.279 1.781 0.821 2.811
Relativni
) 0.138 0.735 0.128 0.323 0.602 0.075
Tjedan udio
3 SD 0.003 0.002 0.002 0.006 0.007 0.008
CV (%) 1.964 0.301 1.656 1.708 1.231 11.277
medijan CV (%) 3.742 0.775 3.279 1.781 1.231 11.277

S ciljem testiranja osjetljivosti metode, odnosno procjene minimalnog volumena krvne plazme
ili seruma iz kojeg se uspjesno moze odrediti C3 N-glikanski profil, C3 N-glikom je u
triplikatima analiziran iz nekoliko razli¢itih pocetnih volemena plazme: 10, 5, 2.5 i 1 pl. Svi
dobiveni glikanski profili bili su usporedivi, uz medijan vrijednosti koeficijenta varijacije kako
slijedi (od 10 do 1 pl): 2.6 %, 1.0 %, 7.9 % te 2.1 %. 1z ovog slijedi da je C3 N-glikom uspjes$no
moguce analizirati ve¢ iz samo 1 pl krvne plazme ili seruma, no zbog jednostavnijeg pipetiranja
i ve¢ih apsolutnih signala svih C3 glikopeptida pri koriStenju uzorka pocetnog volumena 10 pl

ipak je taj volumen odabran kao optimalan za novorazvijenu metodu.
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3.4. Temporalna stabilnost C3 N-glikoma

lako je sastav C3 N-glikoma otprije poznat, njegova intraindividualna stabilnost tijekom
vremena, kao ni interindividualne razlike, nikad nisu proucavane. S ciljem ispitivanja
stabilnosti C3 N-glikanskih profila pri fizioloskim uvjetima, uzorci 14 zdravih muskih mladih
odraslih osoba analizirani su u tri vremenske tocke: na pocetku studije, te nakon 6 i 10 tjedana.
Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je vrijeme poluraspada C3 glikoproteina u plazmi relativno
kratko (otprilike 72 h), te da su njegove fragmenti ¢ak i kraceg vijeka (121,122), ovi vremenskKi
razmaci trebali bi osigurati analizu novosintetiziranog proteina u svakoj vremenskoj tocki

uzorkovanja.

Vremenska stabilnost C3 N-glikoma procijenjena je izracunavanjem intraindividualnog i
interindividualnog koeficijenta varijacije (CV) za sve C3 glikoforme. Intraindividualni CV
izracunat je iz longitudinalnih uzoraka svakog ispitanika, dok je interindividualni CV izracunat
iz svih uzoraka unutar pojedine vremenske tocke. Prethodno procijenjena unutarlaboratorijska
viSednevna ponovljivost posluzila je kao CV same metode. Podaci prikazani na Slici 9 i Tablici
7 prikazuju da je varijacija izmedu ispitanika vec¢a od intraindividualne varijacije i varijacije
metode, odnosno da je medijan CV vrijednosti ve¢i izmedu nego unutar pojedinaca. Navedeno
dokazuje da su interindividualne razlike kod zdravih osoba izrazenije od promjena unutar
pojedinca za sve glikoforme, ukazujuci na postojanost C3 N-glikoma pri fizioloskim uvjetima.
lako su glikoforme C3.Asn85-N2H5 i C3.Asn85-N2H6 imale donekle usporedive
intraindividualne i interindividualne varijacije, ostale glikoforme jasno su pokazivale vecu

varijaciju medu pojedincima.
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Slika 9. Relativna zastupljenost pojedine C3 glikoforme kod 14 zdravih ispitanika uzorkovanih u tri

vremenske tocke kroz 10 tjedana.

Tablica 7. Vremenska stabilnost C3 N-glikozilacije u zdravih osoba tijekom 10 tjedana.

Intraindividualni koeficijent varijacije (CV) izracunat je iz longitudinalnih uzoraka svakog sudionika,

dok je interindividualni CV izracunat iz uzoraka svih sudionika unutar pojedine vremenske tocke.

Prikazane su centralne vrijednosti.

Intraindividualni
CV (%)

Glikoforma

C3.Asn85-N2H5
C3.Asn85-N2H6
C3.Asn85-N2H7
C3.Asn939-N2H8
C3.Asn939-N2H9
C3.Asn939-N2H10

10.43
4.15
6.89
4.61
2.16

17.08

CV (%)

3.5. C3 N-glikom u Sec¢ernoj bolesti tipa 1

11.14
4.21
16.20
9.34
4.52
20.38

Interindividualni

Ponovljivost metode (%)

3.74
0.78
3.28
1.78
1.23
11.27

Buduc¢i da se C3 N-glikozilacija pokazala stabilnom unutar zdravih osoba, omogucena je

potencijalna upotreba C3 N-glikoma kao biomarkera. S ciljem istrazivanja C3 N-glikanskih
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profila kao dijagnostickog alata u Se¢ernoj bolesti tipa 1, novorazvijena metoda primijenjena je
na uzorcima djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa SBT1, kao i uzorcima njihove zdrave
brace i sestara. Ukupno je analizirano 145 ispitanika iz 61 obitelji, te je svim ispitanicima
odredeno $est C3 glikoformi koje su normalizirane po pripadajuc¢em glikozilacijskom mjestu.
Linearna regresija otkrila je da su relativni udjeli Cetiri glikoforme znacajno promijenjeni kod
ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 u usporedbi s kontrolnom skupinom (Tablica 8).
Zanimljivo je da su oba glikozilacijska mjesta pokazala pomak prema viSe nepreradenim
glikanskim strukturama, tj. strukturama s vise manoznih podjedinica (Slika 10). Na
glikozilacijskom mjestu C3.Asn85 relativni udio glikana Man;GIcNAC; kod ispitanika sa SBT1
je znadajno veéi (OR = 1.15, p = 5.43 x 10~°) uz smanjenje glikana MansGIcNAc, (OR = 0.89,
p =7.82 x 10°%), dok je udio glikana MansGIcNAc, ostao nepromijenjen. Na glikozilacijskom
mjestu C3.Asn939 udio glikana GlciMansGIcNAC; kod ispitanika sa SBT1 je poveéan (OR =
1.28, p = 1.78 x 10°*) uz smanjenje udjela glikana MansGIcNAc, (OR = 0.91, p = 1.44 x 107%),
dok je razina glikana ManygGIcNAC, ostala nepromijenjena. Povecanje udjela glikana
Man7GIcNACc: takoder je primije¢eno u prethodnom istrazivanju ukupnog plazmatskog N-

glikoma.

Tablica 8. IzraGunati ucinci Seerne bolesti tipa 1 na C3 glikoforme S odgovaraju¢im nekorigiranim i
korigiranim p-vrijednostima. Stopa laznih otkri¢a (FDR) kontrolirana je Benjamini-Hochbergovom
(BH) metodom s p-vrijedno$¢u manjom od 0.05 koja se smatra znacajnom. Statisticki znacajne

glikoforme oznacene su masnim slovima. CI — interval pouzdanosti.

Glikoforma Omijer izgleda (95% CI) p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 0.89 (0.85 - 0.92) 2.61x10° 7.82x10°
C3.Asn85-N2H6 1.00 (0.97 - 1.04) 7.94x10* 7.94x10*
C3.Asn85-N2H7 1.15(1.08 - 1.22) 2.71x107° 5.43x107
C3.Asn939-N2H8 0.91 (0.87 - 0.96) 9.62x10™ 1.44x10°
C3.Asn939-N2H9 1.01 (0.97 - 1.05) 6.17x10™ 7.41x10*

C3.Asn939-N2H10 1.28 (1.19 - 1.38) 2.97x10° 1.78x10*®
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Slika 10. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) koji pokazuju znacajno povecanje udjela neobradenih
glikanskih struktura na oba C3 N-glikozilacijska mjesta u Secernoj bolesti tipa 1 u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Horizontalna linija unutar kutija predstavlja medijan, rezovi predstavljaju 95 %-
tni interval pouzdanosti medijana, a gornji i donji rub kutije omeduju interkvartilni raspon. Tocke

predstavljaju odstupajuca mjerenja. Preuzeto i prilagodeno iz (119).

S ciljem evaluacije potencijala C3 N-glikoma za diferenciranje pojedinaca sa Se¢ernom bolesti
tipa 1 od njihove zdrave brace i sestara, napravljen je diskriminativni model temeljen na C3 N-
glikanima koristenjem logisticke mjeSovite regresije elasticne mreze. U glikanskom
diskriminativnom modelu, sve C3 glikoforme koristene su kao prediktori, te je takav model

usporeden s nultim modelom koji je koristio samo spol i dob kao prediktore statusa bolesti.

48



Modeli su procijenjeni pomo¢u ROC krivulji njihovih pripadaju¢ih AUC vrijednosti (Slika 11).
Model temeljen samo na dobi i spolu nije imao znacajnu diskriminiraju¢u mo¢ (AUC 0.614,
95% CI 0.497-0.719). Dodavanje C3 glikoformi u model znatno je povecalo diskriminativnu
mo¢ (AUC 0.879, 95% CI 0.801-0.936), Sto ukazuje na njihovu znacajnu sposobnost
diferenciranja Se¢erne bolesti tipa 1, te potencijalnu prediktivnu mo¢ C3 N-glikoma za procjenu
rizika od navedene bolesti.

1.004
AU .879
0.75 1 :
AUC =0.614,-"

@ { Model
o
= .
%‘050- ‘," Spol + Dob
o 2 ____ Spol + Dob
o + C3 N-glikani

0.254

0.004 .+

1.00 0.75 0.50 0.25 0.00
Specifiénost

Slika 11. Analiza krivulja operativne karakteristike prijemnika (ROC) dvaju modela za diskriminaciju
Secerne bolesti tipa 1. Nulti model (AUC 0.614) koristi samo spol i dob kao prediktore, dok glikanski
model (AUC 0.879) ukljuéuje i C3 glikoforme. Osjenéano podrucje oko linija predstavlja 95 %-tni
interval pouzdanosti. Preuzeto i prilagodeno iz (119).

3.6. C3 N-glikom u komplikacijama SBT1

Uc¢inak komplikacija Secerne bolesti tipa 1 na C3 N-glikozilaciju analizirana je na 189
ispitanika razli¢itih stadija komplikacija (albuminurija i retinopatija podijeljene u tri
kategorije). Sto se ti¢e albuminurije u SBT1, tri C3 glikoforme znacajno se razlikuju izmedu
skupina: C3.Asn85-N2H5, C3.Asn939-N2H8 i C3.Asn939-N2H10 (Tablica 9). Razlike u
udjelu C3 glikoformi u albuminuriji prikazane su kao kutijasti dijagrami na Slici 12A. Vidljivo
je da su promjene glikozilacije prisutne samo kod teske albuminurije (kategorija 3), dok se N-
glikanski profil umjerene komplikacije (kategorija 2) ne razlikuje od profila osoba bez, odnosno
samo s pocetnom albuminurijom (kategorija 1). Najve¢a promjena je povecanje udjela
monoglukoziliranog glikana s glikozilacijskog mjesta C3.Asn939 (OR = 1.344, p = 0.002) u

kategoriji 3 u usporedbi s kategorijom 2. Za retinopatiju, glikanske promjene pokazale su se
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manje znacajnima i bez dosljednog trenda (Tablica 10, Slika 12B). Samo je jedna glikoforma,

monoglukozilirani glikanska struktura C3.Asn939-N2H10, statisticki zna¢ajno promijenjena.

Zanimljivo je da je ova struktura pokazala isti trend kao 1 kod albuminurije: povecanje udjela u

kategoriji 2 u usporedbi s kategorijom 1 (OR = 1.150, p = 0.038).

Tablica 9. Uginci razli¢itih kategorija albuminurije u SBT1 na C3 N-glikom s odgovaraju¢im

nekorigiranim i korigiranim p-vrijednostima. Stopa laznih otkrica (FDR) kontrolirana je Benjamini-

Hochbergovom (BH) metodom s p-vrijedno$¢u manjom od 0.05 koja se smatra zna¢ajnom. Statisticki

znacajne glikoforme ozna¢ene su masnim slovima.

Glikoforma

C3.Asn85-N2H5
C3.Asn85-N2H5
C3.Asn85-N2H5
C3.Asn85-N2H6
C3.Asn85-N2H6
C3.Asn85-N2H6
C3.Asn85-N2H7
C3.Asn85-N2H7
C3.Asn85-N2H7
C3.Asn939-N2H8
C3.Asn939-N2H8
C3.Asn939-N2H8
C3.Asn939-N2H9
C3.Asn939-N2H9
C3.Asn939-N2H9
C3.Asn939-N2H10
C3.Asn939-N2H10
C3.Asn939-N2H10

Usporedba

2/1
3/1
3/2
2/1
3/1
3/2
2/1
3/1
3/2
2/1
3/1
3/2
2/1
3/1
3/2
2/1
3/1
3/2

Omijer izgleda

1.015
1.047
1.032
0.999
0.952
0.953
0.998
1.197
1.199
0.995
0.899
0.903
1.004
1.003
1.000
0.994
1.336
1.344

p-vrijednost

0.545
0.329
0.450
0.907
0.001

2.5x10"
0.968
0.056
0.029
0.819
0.016
0.009
0.705
0.852
0.993
0.889
0.001

9.7x10°

korigirana p-vrijednost

0.892
0.659
0.810
0.993
0.004
0.002
0.993
0.126
0.073
0.993
0.048
0.033
0.993
0.993
0.993
0.993
0.004
0.002
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Tablica 10. Uginci razli¢itih kategorija retinopatije u SBT1 na C3 N-glikom s odgovaraju¢im
nekorigiranim i korigiranim p-vrijednostima. Stopa laznih otkrica (FDR) kontrolirana je Benjamini-
Hochbergovom (BH) metodom s p-vrijedno$éu manjom od 0.05 koja se smatra znac¢ajnom. Statisticki

znacajne glikoforme oznacene su masnim slovima.

Glikoforma Usporedba Omjerizgleda  p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 2/1 0.999 0.962 0.962
C3.Asn85-N2H5 3/1 0.967 0.374 0.672
C3.Asn85-N2H5 3/2 0.968 0.411 0.672
C3.Asn85-N2H6 2/1 0.984 0.041 0.190
C3.Asn85-N2H6 3/1 0.989 0.346 0.672
C3.Asn85-N2H6 3/2 1.005 0.706 0.922
C3.Asn85-N2H7 2/1 1.106 0.042 0.190
C3.Asn85-N2H7 3/1 1.138 0.090 0.269
C3.Asn85-N2H7 3/2 1.029 0.717 0.922
C3.Asn939-N2H8 2/1 0.946 0.017 0.151
C3.Asn939-N2H8 3/1 0.955 0.197 0.506
C3.Asn939-N2H8 3/2 1.010 0.796 0.955
C3.Asn939-N2H9 2/1 1.009 0.342 0.672
C3.Asn939-N2H9 3/1 1.007 0.652 0.922
C3.Asn939-N2H9 3/2 0.998 0.873 0.962

C3.Asn939-N2H10 2/1 1.150 0.002 0.038
C3.Asn939-N2H10 3/1 1.143 0.054 0.193
C3.Asn939-N2H10 3/2 0.995 0.939 0.962
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Slika 12. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) relativne zastupljenosti C3 glikoformi u razli¢itim
kategorijama A, albuminurije u SBT1 i B, retinopatije u SBT1. Horizontalna linija unutar kutija
predstavlja medijan, a gornji i donji rub kutije omeduju interkvartilni raspon. Tocke predstavljaju
odstupajuca mjerenja.
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3.7. C3 N-glikanske promjene izazvane hipertenzijom i pusenjem u SBT1

Smatrajuci se jednim od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj komplikacija Secerne bolesti tipa
1, ispitani su i uéinci hipertenzije i pusenja na C3 N-glikom. Ispitanike smo podijelili u binarne
skupine ovisno o statusu pusenje (pusaci-kategorija 1, nepusaci-kategorija 0) i hipertenzije (da-
1, ne-0). Pokazalo se da pusacki status u SBT1 nema utjecaja na C3 N-glikom, buduéi da nije
pronadena nijedna statisticki znacajna razlika izmedu profila C3 N-glikana izmedu pusaca i
nepusaca (Tablica 11, Slika 13A). S druge strane, status hipertenzije u SBT1 zna¢ajno je utjecao
na relativni udio skoro svih C3 glikoformi (Tablica 12, Slika 13B). Povecanje udjela
glikopeptida s vise manoznih podjedinica vidljivo je na oba glikozilacijska mjesta. Na
glikozilacijskom mjestu C3.Asn85 znacajno se povecao udio glikana Man;GIcNAc. (OR =
1.186, p = 2.23x10%), dok se udio glikana MansGIcNAc; i MansGIcNAc. smanjio. Na mjestu
C3.Asn939 uoceno je znacajno povecanje udjela GlciManygGIcNAC,; (OR =1.162, p = 2.71x10°
) uz smanjenje razina MansGIcNAc,, dok je udio ManyGIcNAc, ostao nepromijenjen.

Tablica 11. Ucinci puSackog statusa u Secernoj bolesti tipa 1 na C3 N-glikom s odgovaraju¢im
nekorigiranim i korigiranim p-vrijednostima. Stopa laznih otkri¢a (FDR) kontrolirana je Benjamini-

Hochbergovom (BH) metodom s p-vrijedno$¢u manjom od 0.05 koja se smatra zna¢ajnom.

Glikoforma Usporedba  Omijerizgleda  p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 1/0 0.981 0.298 0.823
C3.Asn85-N2H6 1/0 0.999 0.838 0.899
C3.Asn85-N2H7 1/0 1.023 0.548 0.823
C3.Asn939-N2H8 1/0 0.986 0.421 0.823
C3.Asn939-N2H9 1/0 1.008 0.297 0.823

C3.Asn939-N2H10 1/0 1.004 0.899 0.899
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Tablica 12. U¢inci statusa hipertenzije u Seéernoj bolesti tipa 1 na C3 N-glikom s odgovaraju¢im
nekorigiranim i korigiranim p-vrijednostima. Stopa laznih otkrica (FDR) kontrolirana je Benjamini-
Hochbergovom (BH) metodom s p-vrijednos¢u manjom od 0.05 koja se smatra znac¢ajnom. Statisti¢ki

znacajne glikoforme ozna¢ene su masnim slovima.

Glikoforma Usporedba  Omjer izgleda  p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 1/0 0.954 0.023 0.028
C3.Asn85-N2H6 1/0 0.980 0.003 0.004
C3.Asn85-N2H7 1/0 1.186 3.71x10° 2.23x10"*
C3.Asn939-N2H8 1/0 0.942 0.002 0.004
C3.Asn939-N2H9 1/0 1.008 0.326 0.326

C3.Asn939-N2H10 1/0 1.162 9.04x10° 2.71x10"*
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Slika 13. Kutijasti dijagrami (engl. box plot) C3 N-glikanskih profila ispitanika sa SBT1 u ovisnosti 0

A, pusackom statusu i B, hipertenziji. Horizontalna linija unutar kutija predstavlja medijan, a gornji i

donji rub kutije omeduju interkvartilni raspon. Tocke predstavljaju odstupajuca mjerenja.
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3.8. Povezanost C3 N-glikoma s kontrolom glikemije, eGFR i trajanjem SBT1

U prethodno navedenih odraslih SBT1 ispitanika ispitana je i povezanost C3 N-glikoma s
razinama glukoze nataste i glukoze postprandijalno, kao i s HbAlc vrijednostima, vrijednosti
procijenjene brzine glomerularne filtracije (eGFR, engl. estimated glomerular filtration rate) i
trajanjem SBT1. Razine glukoze nakon obroka nisu povezane s C3 N-glikanima (Tablica 13),
dok su razine glukoze nataste povezane samo s glikoformom C3.Asn939-N2H10 (p = 0.032,
Tablica 14). eGFR vrijednosti takoder nisu pokazale statisticku povezanost s C3 N-glikomom
(Tablica 15). S druge strane, razine glikiranog hemoglobina statisticki su znacajno povezane s
relativnim udjelom svih Sest C3 glikoformi. Vi§i HbAlc povezan je s povecanjem udjela
glikopeptida s vise manoznih podjedinica na oba glikozilacijska mjesta (Slika 14, Tablica 16).
Najveca korelacija uocena je za glikoforme C3.Asn85-N2H7 (p = 2.67x107) i C3.Asn939-
N2H10 (p = 1.97x10"), odnosno upravo za glikoforme s najveéim brojem manoznih
podjedinica na glikozilacijskom mjestu. Takoder, duljina trajanja Secerne bolesti tipa 1 nije

pokazala nikakav utjecaj na C3 N-glikom (Tablica 17).

Tablica 13. Povezanost razina glukoze nataste u SBT1 ispitanika i C3 N-glikoma predstavljena kao

koeficijenti s pripadaju¢im p-vrijednostima.

Glikoforma Koeficijent (B)  p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 -0.002 0.377 0.663
C3.Asn85-N2H6 9.45x10° 0.878 0.878
C3.Asn85-N2H7 0.002 0.552 0.663

C3.Asn939-N2H8 -0.001 0.429 0.663
C3.Asn939-N2H9 4.98x10™ 0.480 0.663
C3.Asn939-N2H10 0.003 0.445 0.663
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Tablica 14. Povezanost razina postprandijalne glukoze u SBT1 ispitanika i C3 N-glikoma predstavljena

kao koeficijenti s pripadajué¢im p-vrijednostima. Statisticki znaajne glikoforme oznaéene su masnim

slovima.

Glikoforma Koeficijent (B)  p-vrijednost  korigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 -0.003 0.200 0.291
C3.Asn85-N2H6 -0.001 0.242 0.291
C3.Asn85-N2H7 0.012 0.030 0.089

C3.Asn939-N2H8 -0.004 0.138 0.276
C3.Asn939-N2H9 0.001 0.554 0.554
C3.Asn939-N2H10 0.014 0.005 0.032

Tablica 15. Povezanost eGFR vrijednosti u SBTI ispitanika i C3 N-glikoma predstavljena kao

koeficijenti s pripadaju¢im p-vrijednostima.

Glikoforma Koeficijent (B)  p-vrijednost  Kkorigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 -0.001 0.123 0.379
C3.Asn85-N2H6 1.07x10* 0.586 0.703
C3.Asn85-N2H7 2.83x10"* 0.820 0.820

C3.Asn939-N2H8 -0.001 0.191 0.382
C3.Asn939-N2H9 3.65x10™ 0.126 0.379
C3.Asn939-N2H10 0.001 0.483 0.703

Tablica 16. Povezanost razina HbAlc vrijednosti u SBT1 ispitanika i C3 N-glikoma predstavljena kao

koeficijenti s pripadaju¢im p-vrijednostima. Statisti¢ki znacajne glikoforme oznacene su masnim

slovima.

Glikoforma Koeficijent (B)  p-vrijednost  Kkorigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 -0.022 9.24x10° 1.11x10*
C3.Asn85-N2H6 -0.008 6.19x10® 9.28x10°®
C3.Asn85-N2H7 0.070 6.30x10™*° 1.89x10°
C3.Asn939-N2H8 -0.028 1.34x10” 2.67x107
C3.Asn939-N2H9 0.004 1.21x10% 1.21x10%

C3.Asn939-N2H10 0.086 3.28x10*® 1.97x10™"
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Tablica 17. U¢inci duljine trajanja Secerne bolesti tipa 1 na C3 glikoforme predstavljeni kao koeficijenti

s pripadaju¢im p-vrijednostima.

Glikoforma Koeficijent (B)  p-vrijednost  Kkorigirana p-vrijednost
C3.Asn85-N2H5 0.001 0.403 0.483
C3.Asn85-N2H6 4.912x10* 0.051 0.154
C3.Asn85-N2H7 -0.004 0.027 0.154
C3.Asn939-N2H8 0.001 0.124 0.186
C3.Asn939-N2H9 1.52x10* 0.620 0.620

C3.Asn939-N2H10 -0.002 0.098 0.186
C3.Asn85-N2H5 C3.Asn85-N2H6 C3.Asn85-N2H7
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Slika 14. Povezanost kontrole glikemije (mjereno razinom glikiranog hemoglobina, HbAlc) i

relativnih udjela C3 glikoformi.

3.9. C3 N-glikani kao alat u procjeni statusa komplikacija Se¢erne bolesti tipa 1

S ciljem testiranja moguénosti C3 N-glikana za razlikovanje SBT1 ispitanika s i bez
komplikacija, kao i onih s hipertenzijom, napravljeni su diskriminativni modeli temeljeni na C3
N-glikomu za retinopatiju, albuminuriju i hipertenziju. Stovise, bilo je potrebno evaluirati

pruzaju li C3 N-glikani kao prediktori neke dodatne informacije koje ve¢ nisu obuhvacene
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HbAlc razinama i duljinom trajanja bolesti. 1z tog je razloga napravljeno nekoliko
diskriminativnin modela koji su zatim procijenjeni krivuljama operativne karakteristike
prijemnika (ROC) i njihovih pripadaju¢ih AUC vrijednosti. Nulti model je imao samo spol i
dob kao prediktore, dok su ostali modeli uz dob i spol imali i dodatne prediktore (puni model

ih je imao sve).

Za retinopatiju i albuminuriju, kategorije 2 i 3 grupirane su kako bi se dobio binarni odgovor:
s/bez komplikacije. Diskriminativni modeli za retinopatiju su prikazani na Slici 15A. lako
trajanje bolesti sadrzi ve¢inu informacija potrebnih za razlikovanje SBT1 ispitanika po pitanju
njihovog statusa retinopatije (AUC 0.847, 95 % CI 0.764 — 0.913), ukljucivanje glikana dodatno
pojacava diskriminativnu mo¢ (AUC 0.895, 95 % CI 0.823— 0.951). Zanimljivo je da su sami
glikani (AUC 0.730, 95 % CI 0.603 — 0.842) bili bolji od tradicionalnih markera kao $to su
razine glikiranog hemoglobina HbAlc (AUC 0.673, 95 % CI1 0.558 — 0.782). Kod albuminurije,
C3 N-glikani nisu pokazali diskriminirajuéu snagu za razlikovanje SBTI ispitanika s
albuminurijom od ispitanika bez ove komplikacije (Slika 15B.).

Diskriminativni modeli hipertenzije prikazani su na Slici 15C. HbAlc (AUC 0.817, 95 % ClI
0.723 —0.892) i trajanje SBT1 (AUC 0.820, 95 % CI 0.729 — 0.899) nisu mnogo informativniji
prediktori od nultog modela (AUC 0.812, 95 % CI 0.719 — 0.889), dok glikani pokazuju nesto
vecu diskriminativnu mo¢ (AUC 0.852, 95 % CI 0.769 — 0.920), blisku punom modelu (AUC
0.864, 95 % CI 0.784 — 0.925).
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Slika 15. ROC krivulje diskriminativnih modela za komplikacije secerne bolesti tipa 1: (A) retinopatija,

(B) albuminurija i (C) hipertenzija. Nulti model (crveni) koristi samo spol i dob kao prediktore, dok
puni (ljubicasti) model ukljucuje sve ispitivane prediktore

60



4. RASPRAVA



4.1. Novorazvijena metoda za analizu C3 N-glikoma

Jedan od ciljeva ovog doktorskog rada bilo je odrediti profil N-glikozilacije komponente
komplementa C3 u djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa se¢ernom bolesti tipa 1. Zbog
nedostatka prikladnih metoda, u tu je svrhu prvo bilo potrebno razviti novu visokoproto¢nu
metodu za obogacivanje C3 glikoproteina iz plazme ili seruma i posljedicnu MS analizu
njegove N-glikozilacije. S obzirom da je komponenta komplementa C3 prili¢no specifi¢éna po
tome $to sadrzi isklju¢ivo visoko-manozne glikane te se time razlikuje od vecine ostalih
proteina plazme (57,61,67), upravo je glikanski dio ovog glikoproteina odabran kao temelj za
njegovo obogacivanje, te je kao lektinski medijator odabran Concanavalin A (Con A). lako je
Con A eluat i dalje razmjerno kompleksna smjesa razli¢itih glikoproteina, takav je uzorak ipak
znatno manje kompleksan u odnosu na pocetni uzorak plazme, te omogucuje uspjesnu daljnju
analizu. Koristenje endoproteinaze Glu-C prilikom digestije pokazalo se znatno prikladnije za
analizu C3 glikopeptida od inace mnogo ¢esce koristenog tripsina, prvenstveno zbog toga sto
se tripticki (gliko)peptid koji sadrzi C3 N-glikozilacijsko mjesto sastojao od svega tri
aminokiseline. Razdvajanje takvog tripeptida na C18 koloni se zbog velike koli¢ine glikana na
njemu pokazalo prili¢éno neuspjesno i neponovljivo, a ti su problemi uspjesno rijeSeni odabirom
Glu-C enzima za digestiju. Nakon digestije, daljnje procis¢avanje uzorka i obogacivanje
glikopeptida od interesa provodi se ekstrakcijom na Cvrstoj fazi pomocu tekuéinske
kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama (HILIC-SPE, engl. hydrophilic
interaction liquid chromatography - solid phase extraction). Pro¢is¢eni glikopeptidi hakon tog
su koraka napokon spremni za razdvajanje temeljeno na tekuéinskoj kromatografiji obrnutih
faza spregnutoj sa spektrometrom masa ionizacijom elektrorasprsenjem (RP-LC-ESI-MS, engl.
reverse phase liquid chromatography electrospray ionization mass spectrometry). Razdvajanje
glikopeptida temelji se na njihovom peptidnom dijelu te se odvija na C18 koloni, a cjelokupna
nano-LC-MS analiza traje svega 21 minutu. Rezultati istrazivanja ovog doktorskog rada
pokazali su da je novorazvijenom metodom iz svega 10 mikrolitara krvne plazme ili seruma

moguce uspjesno odrediti C3 N-glikanski profil na robustan i ponovljiv nacin.

Koliko znamo, ovo je prva strukturna MS identifikacija C3 glikoformi i verifikacija njegovih
glikozilacijskin mjesta. Rezultati istrazivanja u sklopu ovog doktorskog rada potvrdili su
pronalaske prethodnih studija o postojanju dva zauzeta glikozilacijska mjesta (od potencijalna
tri) na C3 glikoproteinu, kao i ¢injenicu da su prisutni isklju¢ivo visoko-manozni glikani. Ovo

je ujedno i prvo istrazivanje intraindividualne stabilnosti C3 N-glikozilacije u zdravih osoba,
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Sto je uvjet za eventualno Koristenje C3 N-glikoma u diferencijalne, dijagnosticke ili

prognosticke svrhe.

Iako su mnogi proteinski biomarkeri koji su trenutno u klini¢koj uporabi glikoproteini, njihova
N-glikozilacija ¢esto je prilicno rudimentarno istrazena. Buduci da na N-glikom znatno utjece
okoli§, odrazavajuci tako individualne stilove Zzivota koji nadilaze naslijedenu genetsku
pozadinu, promjene u N-glikozilaciji mogle bi nam pruziti vrijedne informacije o patoloskim
stanjima (123). N-glikozilacija komponente komplementa C3 pokazala se uglavnom stabilnom
u fizioloskim uvjetima, s time da je njezina intraindividualna varijacija manja od varijacije
izmedu pojedinaca. Kako bismo uklonili u¢inak zenskog hormonskog ciklusa 1 dobi, ispitanici
su bili mladi musSkarci, tako da naSi rezultati predstavljaju minimalnu interindividualnu

.....

sve ide u prilog razmatranju C3 N-glikoma kao potencijalnog biomarkera.

4.2. C3 N-glikom u novodijagnosticiranoj Se¢ernoj bolesti tipa 1

Visoko-manozne glikanske strukture Cesto se definiraju kao nezreli N-glikani, budu¢i da
preskacu kasnije korake obrade u Golgijevu aparatu kroz koje prolazi vecina N-glikana (2).
Promjene razina visoko-manoznih N-glikana u ljudi povezane su s progresijom tumora, osobito
kod raka dojke i prostate (124,125). Osim toga, a vezano za Se¢ernu bolest tipa 1, prethodne
studije N-glikozilacije ukupnih proteina krvne plazme otkrile su zna¢ajnu povezanost ovog tipa
N-glikana i smanjenja bubrezne funkcije kod SBT1 ispitanika (48,49), a zabiljeZen je i porast
lektina koji veze manozu (MBL, engl. mannose binding lectin) (55). Uzimajuéi u obzir da C3
N-glikom sadrzi iskljucivo visoko-manozne N-glikane i da postoji sve vise dokaza da sustav
komplementa ima vaznu ulogu u SBT1 (4), aberacije N-glikozilacije C3 glikoproteina

potencijalno bi mogle pruziti vrijedan biomarker patofiziologije Secerne bolesti tipa 1.

Uzimajuci u obzir sve navedeno, nakon §to je novorazvijena metoda za analizu C3 N-glikoma
uspje$no validirana, metoda je primijenjena na uzorcima djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa Secernom bolesti tipa 1, kao i njihovoj zdravoj braci i sestrama. Ovo
je istrazivanje utvrdilo statisticki znacajnu promjenu cetiri C3 N-glikoforme u
novodijagnosticiranoj SBT1 u odnosu na kontrolnu skupinu. Na oba glikozilacijska mjesta
primijeceno je povecanje udjela manje preradenih glikana (odnosno, glikana s vise manoznih
podjedinica) kod djece sa SBT1 u odnosu na njihovu zdravu bra¢u i sestre: poveéanje razina
Man7GIcNAc: i smanjenje razina MansGICNAC, pronadeno je na glikozilacijskom mjestu

C3.Asn85, dok je mjesto C3.Asn939 Kkarakterizirano znaCajnim povecanjem razina
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GlciMangGIcNAC: i smanjenjem razina MansGICNAc.. Zanimljivo je da su relativni udjeli
glikoformi MansGIcNAc2 i MangGIcNAcz, glikoformi s centralnim brojem manoznih
podjedinica na oba glikozilacijska mjesta, ostali nepromijenjeni. Najveca uocena promjena bila
je u monoglukoziliranoj glikoformi GlciMansGIcNAc, (OR = 1.28, p = 1.78 x 10®). Ove
znadajne promjene U C3 N-glikomu omoguéile su razvoj diskriminativnog modela za SBT1
temeljenog na C3 N-glikanskim profilia koji je pokazao solidnu diskriminativnu mo¢ (AUC
0.879). Ovaj je model prilicno usporediv s prethodno objavljenim glikanskim modelom
temeljenom na ukupnom N-glikomu glikoproteina krvne plazme, ali ne pati od nekih njegovih
nedostataka. Naime, kod analize ukupnog plazmatskog N-glikoma moze do¢i do maskiranja
glikanskih promjena na ra€un promijenjenih koncentracija proteina koji su nositelji upravo tih
glikana. Takoder, upravo te proteinske promjene mogu biti i uzrokom promijenjenog ukupnog
glikoma krvne plazme, bez prave promjene glikanskih profila na svakom pojedinom proteinu.
Analiza glikoma pojedinog proteina takve moguénosti otklanja, te garantira postojanje i
specifi¢nost promjena. Dokazani diskriminativni potencijal C3 N-glikoma pokazuje da bi
ciljana analiza glikanskih profila ovog glikoproteina mogla pomo¢i u identificiranju osoba s

povec¢im rizikom od razvoja Secerne bolesti tipa 1.

Rezultati ovog strazivanja potvrdili su prethodna opazanja promjene razina visoko-manoznih
glikana ukupnih plazmatskih proteina u populaciji ispitanika novodijagnosticiranih sa SBT1.
Stovise, buduéi da na ukupni plazmatski N-glikom utje¢e koncentracija svakog pojedinog
proteina, ovo je istrazivanje osnazilo zakljuak da uocCene promjene nisu samo posljedica
varijacije proteinskih koncentracija, ve¢ se one ocituju i u glikomu pojedinog proteina.
Novorazvijena LC-MS analiza C3 N-glikozilacije jam¢i da su glikozilacijske promjene
specifi¢ne za navedeni protein neovisno o ostalim glikoproteinima u uzorku. Rezultati ovog
istrazivanja su stoga doista posljedica varijacije u glikozilaciji komponente komplementa C3,
a ne samo rezultat varijacije koncentracije ovog glikoproteina. Obzirom da su ispitanici mlade
osobe na pocetku bolesti, uocene glikozilacijske promjene mogu se povezati sa samom
etiologijom bolesti. Osim toga, mlada populacija manje je pod utjecajem drugih komorbiditeta
koji se vidaju u odrasloj populaciji, $to omogucuje preciznije istraZivanje specificnih promjena
vezanih za sam nastanak bolesti. lako bi se moglo tvrditi da ispitivanje na srodnoj populaciji
poput ove (ispitanici i kontrolna skupina su braca i sestre) smanjuje razlike izmedu ispitanika i
kontrolne skupine zbog genetske sli¢nosti ali i zajednickih okolisnih uvjeta, ¢injenica jest da se

upravo zbog toga uocene razlike vjerojatnije mogu pripisati etioloskim procesima bolesti.
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Vazno je napomenuti da nas ovakav dizajn studije ograni¢ava u zaklju¢cima 0 tome jesu li
uocene promjene N-glikozilacije C3 glikoproteina uzro¢nik bolesti ili su pak samo sekundarne
u odnosu na bolest. Promjene udjela C3 glikoformi mozda su doista ¢imbenik rizika za SBT1
per se, no potencijalno samo reflektiraju stanje bolesti. Jedno od potencijalnih objasnjenja
poveéanja udjela manje preradenih C3 N-glikana u SBT1 jest &injenica da osim glavne
proizvodnje u jetri, bubrezi (126) i otoCi¢i gusterace (127) takoder snazno eksprimiraju
komponentu komplementa C3, pridonose¢i njegovoj ukupnoj proizvodnji s oko 4 %.
Konkretno, aberantni glikanski profil lokalnog C3 glikoproteina mogao bi se objasniti stresom
endoplazmatskog retikuluma (ER) tipi¢nim za stanice bubrega i gusterate u SBT1. Naime, beta
stanice gusterace vrlo su osjetljive na ER stres zbog velikog lu¢enja inzulina. U Seéernoj bolesti
tipa 1, funkcionalne beta stanice doZivljavaju pojacan ER stres tijekom pokusaja kompenzacije
susjednih stanica koje su postale disfunkcionalne, dodatno ugrozavajuci vlastiti opstanak
(128,129). S druge strane, visoki ER stres izazvan glukozom u epitelnim stanicama bubreznih
tubula smatra se jednim od klju¢nih pokretaca progresije dijabeticke nefropatije (130). N-
glikani su ve¢ predlozeni kao potencijalni deskriptori stresa endoplazmatskog retikuluma, a
pomak prema manje preradenim N-glikanima s vise manoznih podjedinica pokazao se
znacajnim in vitro (131). Opazene promjene C3 glikozilacije stoga su vjerojatno povezane s
prisutno$éu ER stresa i mogle bi biti marker njegove progresije i progresije same SBT1. Stovise,
s obzirom na ¢injenicu da autoimuno uniStavanje beta stanica koje proizvode inzulin moze
zapoceti godinama prije klini¢ke dijagnoze (34), promjene u C3 N-glikomu potencijalno su
prisutne ¢ak i prije pojave samih simptoma bolesti. Dokazane promjene C3 N-glikoma u SBT1
ispitanicima u odnosu na zdrave kontrole, kao i njegova pokazana snazna diskriminativna mo¢,
Cine analizu profila C3 N-glikana potencijalnim alatom za procjenu rizika od Se¢erne bolesti

tipa 1.

4.3. C3 N-glikom u SBT1 komplikacijama

Nakon utvrdivanja C3 N-glikozilacijskih promjena u ranodijagnosticiranoj Se¢ernoj bolesti tipa
1, u nastavku istrazivanja Zeljelo se ispitati utjecaj komplikacija koje prate ovu bolest na C3 N-
glikom. Unato¢ snaznoj osnovi za ocekivanje C3 N-glikozilacijskih promjena
(48,49,58,59,132), N-glikom komponente komplementa C3 u komplikacijama Sec¢erne bolesti
tipa 1 do sada nije istraZzen. Rezultati ovog istrazivanja pokazala su nekoliko glikozilacijskih
promjena C3 glikoproteina u komplikacijama SBT1, kao i u hipertenziji u ovoj bolesti. Uogeno
je da ispitanici sa SBT1 s teskom albuminurijom pokazuju poveéanje udjela manje obradenih

glikanskih struktura s vise manoznih podjedinica na glikozilacijskom mjestu C3.Asn939. Isti
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trend uocen je i kod hipertenzije, ali ovaj put na oba glikozilacijska mjesta. Osim toga, razina
najmanje preradene C3 glikoforme GlciMangsGIcNAC. znacajno se povecala u neproliferativnoj
retinopatiji koja prati SBT1, kao i u teskoj albuminuriji koja se javlja uz SBT1. Ipak, ponovno
je vazno naglasiti da u ovako dizajniranoj studiji ne mozemo spekulirati o uzro¢nosti
promatranih glikanskih promjena, niti mozemo pratiti njihove dugoro¢ne ishode. Takoder,
jedno od ogranic¢enja ovog istrazivanja je nedostatak kontrolne skupine koja bi omogucila
otkrivanje promjena C3 N-glikoma ne samo u progresiji komplikacijau SBT1, veé i utvrdivanje

razlika u odnosu na zdrave pojedince.

Prethodne studije ve¢ su pokazale meduovisnost serumskih visoko-manoznih N-glikana i eGFR
vrijednosti kod osoba sa Secernom bolesti tipa 1 (48,49). Ova su istrazivanja uocila trend prema
sloZzenijim ukupnim serumskim N-glikanima s progresivnim padom bubrezne funkcije
(mjereno strmijim padom eGFR-a). Iako su medu uoc¢enim glikozilacijskim promjenama bili i
udjeli visoko-manoznih glikana, ¢injenica da je ovo istrazivanje pokazalo da C3 N-glikom nije
povezan s eGFR vrijednostima upucuje na zakljuc¢ak da C3 glikoprotein nije uzrok prethodno
uocenih promjena u ukupnom serumskom N-glikomu. Unato¢ tome, vazno je naglasiti da je
ovo istrazivanje ukljucivalo ispitanike s vrijednostima eGFR >60 ml/min/1.73 m2. S druge
strane, zabiljezene su jasne promjene ukupnog plazmatskog N-glikoma kod osoba sa Se¢ernom
bolesti tipa 2 s prevalentnom retinopatijom, pri ¢emu je najjaca povezanost bila omjer visoko-
manoznih i hibridnih glikana (133). Buduc¢i da je ovo istrazivanje pokazalo da je C3 N-glikom
promijenjen u neproliferativnoj dijabetic¢koj retinopatiji u SBT1, prethodno uo¢ena promjena
visoko-manoznih glikana u ukupnom plazmatskom N-glikomu mogla bi biti posljedica
promijenjene glikozilacije C3 glikoproteina. Sto se ti¢e hipertenzije, poznato je da su i sistolicki
i dijastoli¢ki krvni tlak povezani s ukupnim N-glikanima plazme (134), te da glikom specifi¢nog
proteina poput imunoglobulina G znacajno pridonosi patogenezi hipertenzije (135,136). Ova
studija je pokazala statisti¢ki znaGajne promjene profila C3 N-glikana u hipertenziji u SBTI,
Sto ukazuje na ulogu ovog proteina u njenom razvoju. Nadalje, pokazalo se da loSa kontrola
glikemije i kod Secerne bolesti tipa 1 i tipa 2 mijenja N-glikom, s povisenim razinama HbAlc
povezanim s povec¢anom kompleksnoséu glikanskih struktura u plazmi (40,48). Unato¢ tome,
ove studije nisu mogle odrediti to¢ne glikoproteine koji su uzrok ovih promjena. Ovo je
istrazivanje pokazalo da losija kontrola glikemije kod Secerne bolesti tipa 1 mijenja

glikozilaciju ¢ak i na razini jednog proteina — komponente komplementa C3.

Dugotrajna hiperglikemija tipi¢na za Se¢ernu bolest tipa 1 uzrokuje oste¢enje tkiva izazvano

glukozom, za koje se pretpostavlja da je posredovano nizom biosintetskih puteva, ukljucujuci
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poveéan protok glukoze kroz heksozaminski biosintetski put (HBP, engl. hexosamine
biosynthetic pathway). U uvjetima hiperglikemije postotak ukupne glukoze u navedenom
biosintetskom putu potencijalno bi se mogao povecati §to bi posljedi¢no dovelo do povecane
proizvodnje krajnjeg produkta uridin difosfat N-acetil-glukozamina (UDP-GIcNAC), jednog od
supstrata za glikozilaciju proteina (42,137). Ovaj je mehanizam predlozen kao pozadina
opazenih promjena N-glikozilacije u krvnoj plazmi kod secerne bolesti poput povecanja udjela
visoko razgranatih N-glikana (40,48). Medutim, ovo je objaSnjenje manje vjerojatno za
komponentu komplementa C3 koja sadrzi iskljuc¢ivo visoko-manozne glikane koji primarno ne
ovise 0 kli¢ini dostupnog UDP-GIcNAc. Poveéanje udjela manje preradenih glikana s vise
manoznih podjedinica sugerira ranije prekidanje glikozilacijske dorade, sto bi potencijalno
mogla biti posljedica ER stresa tipicnog za stanice bubrega i guSterace u ovoj bolesti (128,130).
Uz ¢injenicu da i gusteraca i bubrezi takoder eksprimiraju C3 (126,127), uo¢ene promjene C3
N-glikoma mogle bi potjecati upravo od tih aberantnih glikanskih profila lokalnog C3
glikoproteina.

Otprije je poznato da ukupni plazmatski N-glikani poboljsavaju predvidanje Seerne bolesti tipa
2 i kardiovaskularnih bolesti ¢ak i bolje od tradicionalnih biomarkera (41). Budu¢i da su ovim
istrazivanjem C3 N-glikanski profili povezani s uobi¢ajeno koriStenim markerima kao §to su
razine HbA 1¢ i glukoze nataste, C3 N-glikani mogli biti novi alat za procjenu kvalitete kontrole
glikemije u SBT1. Dodatno je to potkrijeplieno ¢injenicom da neki aspekti lose kontrole
glikemije relevantni za razvoj komplikacija u SBTI nisu obuhvadeni spomenutim
tradicionalnim biomarkerima. Naime, diskriminativni modeli komplikacija u SBT1 s HbAlc
kao dodatnim prediktorom pokazaju sli¢nu diskriminativnu mo¢ kao modeli koji koristi samo
dob i spol kao prediktore, dok C3 glikani uglavnom imaju vec¢u diskriminativhu mo¢. Sve
navedeno upucuje na to da bi C3 N-glikani mogli obuhvatiti povezanost kontrole glikemije s

komplikacijama u SBT1 koja nije obuhvaéena HbA1c razinama.

Budu¢i da su se uocene promjene C3 N-glikoma pokazale neovisnima o trajanju bolesti i
potvrdile promjene uocene kod novodijagnosticirane Secerne bolesti tipa 1 u usporedbi s
kontrolnom skupinom, potencijalno bi se mogle koristiti kao biomarker komplikacija u SBT1.
Naime, promijenjeni C3 glikanski profili mogli bi biti prisutni u trenutku postavljanja dijagnoze
SBT1 (ili ¢ak i prije), te time upucivati na osobe s poveéim rizikom od razvoja komplikacija
koje prate ovu bolest. Uzimajuci u obzir znacajno povecanje udjela odredene glikoforme
(C3.Asn939-N2H10) u bolesnika s po¢etnom albuminurijom i neproliferativnom retinopatijom

u usporedbi s podskupinom bez komplikacija, ¢ini se da bi se upravo ta C3 glikoforma
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potencijalna mogla iskoristiti kao temelj pojednostavljene analitiCke metode za rano otkrivanje

komplikacija i prac¢enje progresije same secerne bolesti tipa 1.
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5. ZAKLJUCCI



Novorazvijenom je metodom moguée uspjeSno i ponovljivo analizirati N-glikozilaciju
komponente komplementa C3 iz 10 pl krvne plazme ili seruma stotina uzoraka u kratkom
vremenskom razdoblju od svega nekoliko dana. Metoda C3 glikoprofiliranja temelji se na
obogacivanju ovog glikoproteina iz krvne plazme ili seruma pomocu lektina Concanavalin A
(Con A) te analizi njegovih glikopeptida koristenjem tekucinske kromatografije obrnutih faza

spregnute sa spektrometrom masa ionizacijom elektrorasprsenjem.

Ovim istrazivanjem spektrometrijom masa je odreden i potvrden otprije poznat isklju¢ivo
visoko-manozni repertoar glikanskih struktura na C3 glikoproteinu, kao i pozicije njegovih N-
glikozilacijskih mjesta.

Varijacije C3 N-glikoma izmedu zdravih pojedinaca vec¢e su od intraindividualnih varijacija
kroz vrijeme pri fizioloSkim uvjetima, ukazujuci time na temporalnu stabilnost C3 N-glikanskih
profila kod zdravih pojedinaca te omogucujué¢i njegovo potencijalno razmatranje kao

biomarkera.

Djeca i adolescenti s novodijagnosticiranom Secernom bolesti tipa 1 imaju promijenjen C3 N-
glikom u odnosu na njihovu zdravu braéu i sestre. Kod SBT1 ispitanika prisutan je pomak
prema vecim relativnim udjelima manje obradenih C3 N-glikana s ve¢im brojem manoznih
podjedinica, i to na oba glikozilacijska mjesta. Na temelju uocenih razlika moguce je napraviti

uspjesan diskriminativni model za Sec¢ernu bolesti tipa 1 temeljen na C3 glikopeptidima.

Promjene C3 N-glikoma prisutne su kod ispitanika sa SeCernom bolesti tipa 1 s razli¢itim
statusom komplikacija koje prate ovu bolest. Ovim je istrazivanjem pokazano da su udjeli C3
glikopeptida promijenjeni u ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 s teSkom albuminurijom, kao
i kod ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 s neproliferativnom retinopatijom ili pak

hipertenzijom. Pusacki status ispitanika sa SBT1 nema utjecaj na C3 N-glikanske profile.

C3 N-glikom povezan je s HbAlc razinama u odraslih ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1.

Vece vrijednosti glikiranog hemoglobina povezane su s pomakom prema ve¢em udjelu manje
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obradenih C3 glikopeptida s vise manoznih podjedinica na oba glikozilacijska mjesta. Duljina
trajanja Secerne bolesti tipa 1, kao i eGFR vrijednosti nisu pokazale povezanost s C3 N-

glikomom.

Budu¢i da je skoro =za sve testirane asocijacije monoglukozilirana glikoforma
GlciMangGIcNAC:2 uglavnom pokazivala statisticki najvece efekte, daljnji razvoj metode za
klini¢ku primjenu potencijalno bi se temeljio upravo na odredivanju samo ove C3 glikoforme,
a ne Citavog C3 N-glikoma, ¢ime bi se razvila ciljana metoda bazirana na jednostavnijem i

brzem analitickom pristupu.
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VISOKOPROTOCNA ANALIZA N-GLIKOZILACIJE KOMPONENTE
KOMPLEMENTA C3 KAO BILJEGA SECERNE BOLESTI TIPA 1

Dinko Soi¢
SAZETAK

Ubrzani razvoj analitickih tehnika u posljednjih nekoliko desetlje¢a omogucio je temeljito istrazivanje
procesa N-glikozilacije u brojnim patofiozioloskim stanjima, a uo¢ene promjene u mnogima od njih dovele
su do strelovitog rasta interesa za glikobiologiju. Promjene u N-glikozilaciji danas se smatraju vrijednim
biljezima raznih bolesti, te se njihova specifi¢nost pokusava iskoristiti u diferencijalne, dijagnosticke i
prognostic¢ke svrhe. Prethodne studije pokazale su da je N-glikanski profil plazmatskih proteina promijenjen
u $eéernoj bolesti tipa 1 (SBT1). Jedna od izraZenije uo&enih promjena bila je ona u zastupljenosti visoko-
manoznih glikanskih struktura u plazmatskom N-glikomu. Ove strukture dominantno bi mogle potjecati s
komponente komplementa C3, budu¢i da je to glikoprotein s isklju¢ivo visoko-manoznim glikanima
vezanima na proteinsku okosnicu za kojeg je poznato da doprinosi razvoju SBT1 pojacavanjem autoimunih
upalnih procesa. Iz tog je razloga u ovom radu razvijena visokoproto¢na metoda za analizu N-glikozilacije
pojedinih glikozilacijskih mjesta ljudskog C3 proteina upotrebom tekucinske kromatografije spregnute sa
spektrometrom masa (LC-MS) temeljena na njegovu obogacivanju iz plazme pomocu lektinskog afinitetnog
medija visokog afiniteta za manozu. Novorazvijenom metodom zatim je analizirana krvna plazma ispitanika
novodijagnosticiranih Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihove zdrave brace i sestara te su uo¢ene znacajne promjene
C3 N-glikoma. SBT1 povezana je s porastom manje procesuiranih struktura s vise manoznih podjedinica na
oba N-glikozilacijska mjesta. Nadalje, C3 N-glikozilacija je analizirana u odrasloj populaciji ispitanika s
razli¢itim stupnjem najéeséih komplikacija SBT1 — retinopatije i albuminurije. Pokazano je da se C3 N-
glikom znadajno mijenja u teskoj albuminuriji u SBT1, no da je neovisan o trajanju bolesti. Retinopatija je
pak dovela do promjene samo jedne glikoforme, dok su svi osim jednog C3 glikopeptida znacajno povezani
s razinama hemoglobina Alc (HbAlc). Predstavljene spoznaje ukazuju na ukljuéenost N-glikozilacije i C3
komponente komplementa u patofiziologiju Secerne bolesti tipa 1 te upucuju na znacaj C3 N-glikoma kao
potencijalnog dijagnostickog i prognostickog biljega ove bolesti i njoj pridruzenih komplikacija.
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SUMMARY

Rapid development of analytical techniques in the last few decades has enabled a thorough investigation of
the N-glycosylation process in numerous pathophysiological conditions, and the observed changes in many
of them have led to a rapid growth of interest in the field of glycobiology. Changes in N-glycosylation are
now considered valuable biomarkers of various diseases, and their specificity is being exploited for
differential, diagnostic and prognostic purposes. Previous studies have shown that the N-glycan profile of
plasma proteins is altered in type 1 diabetes (T1D). One of the more pronounced changes observed was in he
abundance of high-mannose glycans in the plasma N-glycome. These structures could predominantly
originate from the complement component C3, a glycoprotein with exclusively high-mannose glycans
attached to its protein backbone, which is known to contribute to the development of T1D by enhancing
autoimmune inflammatory processes. For this reason, a high-throughput method for the site-specific N-
glycosylation analysis of human C3 protein was developed in this study using liquid chromatography coupled
to a mass spectrometer (LC-MS), based on its enrichment from plasma using lectin affinity matrix. The newly
developed method was then used to analyze blood plasma of subjects newly diagnosed with type 1 diabetes
and their healthy siblings, and significant changes in C3 N-glycome were observed. T1D was associated with
an increase in less processed structures with more mannose subunits at both C3 N-glycosylation sites.
Furthermore, C3 N-glycosylation was analyzed in the adult population of T1D subjects with different degrees
of the most common complications of T1D — retinopathy and albuminuria. It was shown that C3 N-glycome
significantly changes in severe albuminuria in T1D, but is independent of disease duration. Retinopathy led
to a change in only one glycoform, while all but one C3 glycopeptide was significantly associated with levels
of hemoglobin Alc (HbAZLc). The findings presented indicate the involvement of N-glycosylation and the C3
complement component in the pathophysiology of type 1 diabetes and indicate the importance of C3 N-
glycome as a potential diagnostic and prognostic biomarker of this disease and its associated complications.
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