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1.1. Imunoglobulini

Imunoglobulini su skupina globularnih proteina (150 kDa) koji su sastavni dio imunosnog
sustava s ulogom uklanjanja antigena iz organizma. Mogu se na¢i vezani na membranu imunosnih
stanica ili u slobodnom obliku u tjelesnim teku¢inama ovisno o vrsti imunoglobulina, a ¢ine ¢ak

20% ukupnih proteina u plazmi (Justiz-Vaillant i sur., 2022.).

Struktura osnovnog funkcionalnog monomera imunoglobulina nalik je slovu Y i sastoji se od
ukupno Cetiri polipeptidna lanca koja ¢ine dva identicna teska lanca i1 dva identi¢na laka lanca. Na
svaki teski lanac koji ¢ine okosnicu molekule vezan je disulfidnim vezama po jedan laki lanac.
Monomer imunoglobulina sadrzi jednu Fc regiju (C-terminalni kraj polipeptida) koja sluzi za
vezanje imunoglobulina na stani¢ne receptore i dvije Fab regije (N-terminalni kraj polipeptida)
koje vezu antigen. Fab regije imunoglobulina sastoje se od slijeda aminokiselina koji tvore
varijabilne 1 hipervarijabilne regije specificne za prepoznavanje pojedinih antigena zbog Cega se

imunoglobulini medusobno razlikuju po vrsti antigena koji prepoznaju.

Ovisno o vrsti teSkog lanca u molekuli, imunoglobuline moZzemo podijeliti na 5 klasa: IgA, IgD,
IgE, IgG I IgM. Od svih klasa imunoglobulina, organizam proizvodi najvece koli¢ine upravo IgA,

¢ak viSe nego svih ostalih klasa imunoglobulina zajedno (de Sousa-Pereira i Woof, 2019).

1.2. Imunoglobulin A

Sluznice u ljudskom organizmu zauzimaju priblizno 400 m? u koje ubrajamo sluznice di§nog,
gastrointestinalnog i urogenitalnog sustava. Budu¢i da su one stalno izloZene vanjskim utjecajima,
upravo imunoglobulin A (IgA) ima klju¢nu ulogu u obrani povrsine sluznice od mikroorganizama

1 Stetnih antigena.

U ljudskom se organizmu dnevno po kilogramu tezine prosjecnog covjeka proizvodi 60 mg IgA
od Cega se velina nalazi na povrSinama sluznica. Osim S§to je IgA najzastupljenija klasa
imunoglobulina na povrSini sluznica, u serumu je prisutan kao drugi najzastupljeniji
imunoglobulin poslije 1gG, u koncentraciji 2-3 mg/mL (de Sousa-Pereira i Woof, 2019). Takoder,
IgA se moze pronaci i u tjelesnim sekretima ukljucujuéi slinu, suze, majc¢ino mlijeko i sluz. IgA

proizvode plazma stanice aktiviranih B limfocita kojima je bio predocen odredeni antigen nakon
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cega je uslijedila rekombinacija klase iz klasa IgD ili IgM u klasu IgA. Osim u kos$tanoj srzi,

slezeni i limfnim ¢vorovima, najvise IgA proizvode plazma stanice u lamini proprii crijeva.

Strukturno teski lanac se sastoji od tri konstatne domene (Cal, Ca2 i Ca3) i jedne varijabilne (VH)
domene dok se laki lanac sastoji od jedne konstatne domene (CL) i jedne varijabilne (VL) domene.
Definiramo dvije podklase IgA, IgAl i IgA2 koje su kodirane razli¢itim genima, a razlikuju se po
duzini fleksibilne zglobne regije koja se nalazi izmedu Cal i Ca2 domene. Klasa IgA1 ima puno
duzu zglobnu regiju koja ne sadrzi disulfidne veze zbog Cega sekvence koje vezu antigene imaju
veéu sposobnost savijanja neovisno jedna o drugoj, ali je zbog toga IgAl osjetljivija na
proteoliticku aktivnost (de Sousa-Pereira i Woof, 2019). U serumu prevladavaju monomerni oblici
IgA koji proizvode plazma stanice ili B stanice u koStanoj srzi, slezeni i1 limfnim ¢vorovima, od
kojih 90% ¢ini subklasa IgA1 1 10% subklasa IgA2 (Woof i Russell, 2011). Takoder, do danas su
opisane 1 tri alotipske varijante IgA2m (1), IgA2m (2) 1 IgA2 (n) koje se razlikuju po nacinu
povezivanja lakih 1 teSkih lanaca. Dok su laki 1 teski lanci u IgA2m (2) 1 IgA2 (n) povezani
disulfidnim mostovima kao kod ostalih imunoglobulina, kod IgA2m (1) molekule veze izmedu

teskih 1 lakih lanaca stabiliziraju se nizom nekovalentnih veza. (Woof i Kerr, 2005).
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Slika 1. Prikaz dimerizacije IgA umetanjem J lanca te vezanje dIgA na plgR na bazolateralnom dijelu
membrane epitelnih stanica. Internalizacijom digA i pIgR i transcitozom dolazi do otpustanja digA na
luminalnoj strani epitela na povrsinu sluznice prilikom cega se transmembranski rep (sekretorna
komponenta) sa receptora pIgR kida i veze na dIgA te nastaje sekretorni oblik dIgA (slgA). Gornji prikaz
(AiC) - klasa IgA1 sa produzenom zglobnom regijom. Donji prikaz (B i C) —klasa IgA2 (Ding i sur., 2022).

IgA se u sluznicama nalazi uglavnom u obliku dimera (dIgA) ili rjede polimera (tetramera) koji
nastaju umetanjem J (joining) lanca izmedu Fc regija svakog monomera. Na C-terminalnom kraju
IgA (Fc regija) nalazi se produZetak od 18 aminokiselina koji je klju€an u dimerizaciji, a sli¢na
sekvenca se nalazi i na C-kraju IgM koji takoder ima sposobnost polimerizacije (Yoo i Morrison,
2005). dIgA se prenosi u mukozne sekrete preko polimernog Ig receptora (pIgR) koji se nalazi na
bazolateralnom dijelu membrane epitelnih stanica tvoreci barijeru sluznice. Nakon specifi¢nog
vezanja, plgR-dIgA kompleks se internalizira i transcitozom se prenosi do apikalnog (luminalnog)
dijela membrane. Cijepanjem izvanstanicnog dijela pIgR koji je disulfidnim vezama spojen na
dIgA nastaje fragment poznat kao sekretorna komponenta (SC), a kompleks dIgA i SC nazivamo
sIgA koji se oslobada u sekret sluznice (Woof and Russell, 2011). SC stiti sIgA od razgradnje

proteaza i igra vaznu ulogu u vezanju na stanice domacina 1 bakterija.

Vrlo visoka koncentracija IgA u kolostrumu isti¢e vaznost u imunoloSkoj zastiti novorodenceta.
Majcino mlijeko sadrzi sIgA koja su sposobna neutralizirati Sirok spektar mikrobnih antigena te je
dokazano kako dojenje smanjuje smrtnost dojencadi od gastrointestinalnih i respiratornih infekcija

(Akhter H i sur., 2021).

Izravno vezanje IgA na patogene preko svojih receptora moze neutralizirati toksine, ali i blokirati
aktivnost virusa, bakterija i protozoa ¢ime se u startu sprjeCava njihova adhezija na stanice
domacina. Takoder, glikani na molekuli IgA mogu sudjelovati u procesu aglutinacije razli¢itih
patogena Cime stvoreni agregati ne mogu prodrijeti kroz sluz koja oblaze povrSinu sluznica.
Dodatnu zastitu od patogena moze potaknuti i komunikacija IgA sa urodenim obrambenim
¢imbenicima kao $to su mucini, laktoferin ili sustav laktoperoksidaze. Neke in vitro studije
pokazale su kako ulazak dIgA preko specificnog receptora pIgR omogucuje blokiranje rasta virusa
(influenca, rotavirus, HIV, virus ospica) u procesu transcitoze i neutralizaciju endocitiranog

bakterijskog lipopolisagarida (LPS) (de Sousa-Pereira i Woof 2019).

Osim neutralizacije, IgA sudjeluje i u aktivaciji alternativnog puta komplementa, a uglavnom se



radi o aktiviranju lektinskog puta jer je zabiljeZzeno da vezanje MBL (engl. mannose-binding
lectin) na IgA inducira aktivaciju komplementa. Medutim sposobnost IgA da aktivira sustava

komplementa ovisi o stupnju glikozilacije IgA (Roos i sur., 2001).

Uz neutralizaciju i sustav komplementa, IgA posreduje u razli¢itim efektorskim funkcijama
vezanjem na brojne receptore domacina eksprimiranih na razli¢itim vrstama stanica. Obitelji Ig Fc
receptora pripada receptor FcaRI, poznat i kao CD89, koji se eksprimira na neutrofilima,
eozinofilima, monocitima, makrofagima, Kupfferovim stanicama i nekim dendritickim stanicama.
Ishod signalizacije vezanja dIgA na FcaRI ovisan je o stanici na kojoj se receptor nalazi, od
fagocitoze, stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta, otpustanja citokina, kemokina ili upalnih
medijatora do izbacivanja sadrZaja neutrofila poznato kao NET (engl. neutrophil extracellular
traps). Neke bakterije kao $to su streptokoki grupe A i B kao i Staphylococcus aureus evolucijski
su doskocile ovom mehanizmu stvaranjem proteina koji kompetitivno inhibiraju vezanje IgA za

receptor FcaRI (Breedveld A i van Egmond M, 2019).

Monoklonska protutijela IgA (mIgA) postaju sve zanimljivija meta istrazivanja jer se upravo veza
digA-FcaRI smatra kljuénom za prepoznavanje i privlacenje neutrofila u kontroli raznih infekcija
i raka. Prednost razvijanja mlgA kao izbora terapije je sama struktura IgA i sposobnost
polimerizacije ¢ime se povecava avidnost i omogucéava se stvaranje aglutinata koji ne mogu prijeci
barijeru sluznice te postaju lakSa meta imunosnim stanicama. Obzirom na prevalenciju i1 visoku
funkcionalnost IgA na povrSinama svih sluznica, uvelike je pogodnije razviti terapiju migA koja
se uzima oralno. S druge strane, ogranicenje prilikom proizvodnje terapije je kratko poluvrijeme
zivota (4-6 dana) IgA zbog Cega bi terapija bila skuplja 1 zahtjevala puno ¢es¢e doziranje u odnosu

na terapiju mIgG koji ima puno duZe poluvrijeme Zivota (21 dan) (de Sousa-Pereira i Woof, 2019).

1.3. Glikozilacija

Istrazivanje glikana postaje sve vaznije u biomedicinskim znanostima obzirom na njihovu
raznolikost, rasprostanjenost u Zivom svijetu te Siroku paletu uloga glikana u bioloskim procesima.
Upravo zbog svoje prirode glikani su relativno topljive molekule, fleksibilne i pokretljive u
vodenom okoliSu te ekstremno raznolike zbog ¢ega su zanimljive i nedovoljno istrazene molekule

koje daju prostora za nova otkrica. Sinteza svakog proteina odredena je redoslijedom
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aminokiselina, ali su upravo glikani vezani na protein zasluzni za topljivost istog proteina, njegovo
pravilno smatanje, stabilnost i naposlijetku pokretljivost kroz stanicu i izvanstani¢ni matriks kako
bi protein mogao izvrsiti svoju funkciju. Medustani¢no prepoznavanje i signalizacija uloga su

glikana koji se nalaze na stani¢noj membrani vezani za brojne proteine i lipide.

Makromolekule koje nastaju vezanjem glikana na proteine, lipide ili nukleinske kiseline nazivamo
glikokonjugati, a detaljnije ¢emo govoriti o glikoproteinima - proteinima na koje su procesom
glikozilacije vezani glikani. Glikozilacija je posttranslacijska enzimatska modifikacija proteina
koja se odvija u endoplazmatskom retikulumu (ER) i Golgijevom aparatu (GA), a enzimi Kkoji
kataliziraju taj proces nazivaju se glikoziltransferaze i glikozidaze. lako monomernih jedinica koje
sudjeluju u glikozilaciji ima svega desetak, izvor raznolikosti glikoproteina krije se u razlicitom
slijedu monosaharidnih jedinica, ali takoder ovisi o konfiguraciji glikozidne veze (a ili B) kao 1
broju i polozaju mjesta grananja (Seeberger PH, 2017). Glikozilacija proteina ukljucuje N-
glikozilaciju, O-glikozilaciju, modifikaciju s glikozilfosfatidilinozitol (GPI) sidrima, a proteini
modificirani s glikozaminoglikanskim (GAG) lancima nazivaju se proteoglikani (Colley i ostali,
2017).

1.4. N-glikozilacija proteina

N-glikozilacija je visoko o¢uvana modifikacija proteina §to svjedoci i ¢injenica da je kod ljudi
opisano visSe od 7000 N-glikoziliranih proteina (Hirata i Kizuka, 2021). N-glikozilacije su
uobiCajene za membranske proteine i sekretorne glikoproteine, uklju¢uju¢i imunoglobuline IgA i
IgG. N-glikani nastaju vezanjem N-acetilglukozamina (GIcNAc) Bl-glikozidnom vezom na
dusikov atom amino skupine asparagina (Asn) na motivu glikozilacije Asn-X-Ser/Thr u kojem X
oznacava bilo koju aminokiselinu osim prolina (Pro). Ove razgranate i visoko heterogene N-
glikanske strukture sastoje se od glikanske jezgre koja sadrzi dva ostatka GIcNAc 1 tri ostatka
manoze (Man) S§to kraticama piSemo kao motiv Manal-3(Manal-6)Manp1-4GIcNAcB1-
4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr (Reily i sur., 2019). Na osnovnu strukturu mogu se dodavati i
uklanjati razli¢iti monosaharidi kao Sto su galaktoza, manoza, N-acetilglukozamin, fukoza ili
sijalinska kiselina (Reily isur.,2019). Navedene modifikacije odreduju hoce li se kona¢na struktura

klasificirati kao N-glikan s visokim sadrzajem manoze (oligomanozni), kompleksni N-glikan ili



hibridni N-glikan (Slika 2).

Asn Asn Asn
oligomanozni kompleksni hibridni

Slika 2. Prikaz tri tipa N-glikana sa osnovnom strukturom dva N-acetilglukozamina i 3 manoze
(Man3GIcNAc2Asn). Plavi kvadrat-GIcNAc, zeleni krug-Man, crveni trokut-Fuc, zuti krug-Gal, crveni

romb-sijalinska kiselina (Varki i sur., 2017).

Sinteza N-glikana zapocinje na luminalnoj strani membrane ER na lipidnom nosac¢u dolihol fosfatu
na kojemu se sintetizira oligosaharid od 14 monosaharidnih jedinica. Enzim oligosaharil-
transferaza katalizira N-glikozilaciju pri ¢emu se nastali oligosaharid prenosi sa dolihol fosfata na
proteinski Asn u motivu Asn-X-Ser/Thr. Proces dorade N-glikana nastavlja se u lumenu ER gdje
glukozidaza uklanja tri glukozna ostatka (Glc), a manozidaza uklanja manozni ostatak (Man) sa
oligosaharida. Takvo kidanje pomaZe u pravilnom savijanju glikoproteina koji odlazi u GA gdje
se nastavlja uklanjanje manoznih ostataka do oblika Man5GIcNAc2. Enzim a-manozidaza Il kida
dvije vanjske manoze pri ¢emu ostaje osnovni kostur N-glikana Man3GIcNAc2 koji se produzuje
dodatkom fukoze (Fuc), galaktoze (Gal) i sijalinske kiseline kako bi se dobio kompleksni N-glikan
s dvije grane. Nepotpuno djelovanje a-manozidaze II moze rezultirati nastajanjem hibridnih N-

glikana buduci da sa jedne grane nisu uklonjene sve manoze (Stanley i sur., 2017).

Funkcije N-glikana uvelike su bile odredene iz znaCajki ljudskih bolesti koje se nazivaju
kongenitalni poremecaji glikozilacije (CDG) kod kojih zbog genetskog nedostatka enzima u
procesu glikozilacije dolazi do tezih poremecaja. Takoder je poznato da N-glikani postaju viSe
razgranati kada stanice postanu kancerogene, a ta promjena olak$ava napredovanje raka. Tumori
nastali kod miSeva kojima nedostaje enzim N-acetilglukozaminiltransferaza 5 (VMGATS5) puno

sporije napreduju u usporedbi sa tumorima miseva koji posjeduju isti enzim. Stoga, odredene
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glikoziltransferaze mogu biti prikladne mete za dizajn terapije raka (Varki i sur., 2017). Jedna od
studija pokazala je da stupanj grananja i broj N-glikana mogu regulirati stani¢nu proliferaciju i
diferencijaciju. Sto je vise N-glikana vezano na glikoprotein, ekspresija tog proteina se pove¢ava
na povrsini stanice, a jedan od primjera na kojima je to dokazano je GLUT4 koji regulira unos
glukoze u stanice te na taj nain glikozilacija moze biti takoder povezana sa razvojem dijabetesa

(Lau isur., 2007).

1.5. 1gA kao glikoprotein

Klase imunoglobulina razlikuju se po broju N-glikana prisutnih na njihovim teskim lancima.
Neki imunoglobulini, kao Sto su IgA1 1IgD, takoder sadrze O-glikane, koji su obi¢no grupirani u
segmentima zglobne regije ovih antitijela. Glikani vezani na imunoglobuline utjecu na efektorske
funkcije protutijela ovisno o grananju N-glikana, ali i monosaharidima vezanima na njih kao §to
su galaktoza i sijalinska kiselina. IgA je poznat kao jedno od najjace glikoziliranih antitijela medu
ljudskim imunoglobulinima. Za razliku od IgG, koji sadrzi samo jedno o¢uvano mjesto N-
glikozilacije, IgA1 1 [gA2 monomeri sadrze viSe mjesta N-glikozilacije u Fc regiji, a IgA1 tipicno
ima 3-6 O-glikana u produzenoj zglobnoj regiji koji se vezu na Ser i Thr. Sastav monosaharida O-
glikana u zglobnoj regiji je promjenjiv, ali uglavnom ukljucuje GalNAc, Gal i razli¢ite oblike
sijalinske kiseline. Sekretorna komponenta polimernog IgA je takoder N-glikozilirani polipeptid
koji je izveden iz polimernog imunoglobulinskog receptora (plgR) i dodaje se IgA tijekom

transcitoze kroz epitelne stanice sluznice (Woof i Mestecky, 2005).

Do sada su funkcije glikoziliranog IgG poznate, no istrazivanje glikozilacije IgA i njegove
povezanosti s bolestima je joS§ u ranoj fazi. Pokazalo se da glikozilacija IgA ima znacajan u¢inak
na njegovu imunolosku funkciju te su varijacije u glikoformi IgA cesto glavna karakteristika
autoimunih bolesti kao $to su IgA nefropatija (IgAN), IgA vaskulitis (IgAV), sistemski eritemski
lupus (SLE) i reumatoidni artritis (RA) (Ding i sur., 2022). Na primjeru IgA nefropatije (IgAN)
nepotpuna glikozilacija IgA moze uzrokovati autoimuno stvaranje IgG protutijela na pogresno
sintetizirana IgA1 bez galaktoze. GreSka se dogada uslijed promijenjene transkripcije enzima koji
manjkavo glikoziliraju IgAl koji odlazi u krvotok i izaziva reakciju stvaranja autoimunih 1gG

antitijela te se stvoreni imunoloski kompleksi taloZe u bubrezima i izazivaju patologiju (Knoppova
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i sur., 2016).

1.6. Ovisnost N-glikozilacije o dobi i spolu

Glikomika se razvila kao ideja da se glikani trebaju proucavati skupno buduéi da glikani
formiraju uzorke na stanicama koji se mijenjaju tijekom razvoja i progresije raka, infekcija i
mnogih drugih bolesti (Rudd i sur., 2017). Glikomi biljaka i prokariota jasno se razlikuju od
glikoma kraljeZnjaka, ali 1 glikom svake stanice uvelike moZe biti promijenjen ovisno o proteomu,
razini dostupnih monosaharida 1 uvjetima mikrookoliSa. Procjenjuje se da je do 50% varijabilnosti
glikoma u plazmi nasljedno, a preostala varijabilnost o€ito je uzrokovana okoliSnim ¢imbenicima

te podlozna epigenetskim promjenama (Kristi¢ 1 sur., 2014).

Starenje je sloZzen proces akumulacije oSte¢enja molekula, stanica i organa, §to dovodi do gubitka
funkcije i povecane osjetljivosti na bolesti i upale te kona¢no do smrti. Identifikacija molekularnog
biljega starenja u novije je doba veliki interes u glikobiologiji, a neki su glikoproteini ve¢ i
otkriveni kao dobri biljezi za pracenje procesa starenja obzirom da starenjem dolazi do promjene
u glikozilaciji. U kojoj mjeri glikani utjeCu na efektorske funkcije antitijela govori 1 primjer kako
glikoform IgG s N-glikanima bez galaktoze djeluje proupalno, dok IgG sa sijaliniziranim N-
glikanima djeluje protuupalno (Reily i sur., 2019). Ve¢ male promjene glikanskih struktura Fc
regije IgG poticu vezanje IgG na razliCite receptore i na taj naCin moduliraju djelovanje
imunoloSkog sustava prema proupalnom efektu koji posljedi¢no uzrokuje starenje. Samo neki od
primjera su drasti¢na promjena fizioloSke uloge IgG dodavanjem sijalinskih kiselina na glikane
pretvarajuéi ih iz proupalnih u protuupalne agense (Kaneko Y i sur., 2006). Nadalje, dodavanje
fukoze glikanskoj jezgri ometa vezanje IgG na FcyRlIlla receptor i smanjuje njegovu sposobnost
da unisti ciljne stanice putem stani¢no posredovane citotoksi¢nosti ovisne o antitijelima (ADCC)
(Ferraraisur., 2006). S druge pak strane nedostatak fukoze u jezgri povecava klini¢ku u¢inkovitost
monoklonskih protutijela, koja ostvaruju svoj terapijski uc¢inak ubijanjem posredovanim ADCC-
om (Shinkawa i sur., 2003).

Imunoglobulin G (IgG) je glikoprotein sa najbolje istraZzenom glikozilacijom zbog ¢ega se vecina
istraZivanja na temu promjene glikozilacije ovisno o dobi i spolu rade upravo na molekuli IgG.

Jedno od istrazivanja koje je provedeno na Cetiri razlicite populacije (5117 ispitanika) pokazalo je
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kako se udio negalaktoziliranih glikana IgG postojano poveéava s godinama i to puno izrazajnije
kod Zena izmedu 45. i 50. godine Zivota ulaskom u menopauzu (Kristi¢ i sur., 2014). Zene, za
razliku od muskaraca, dozivljavaju znacajne promjene u razini estrogena u razli¢itim zivotnim
fazama kao Sto su adolescencija, izmjene menstrualnih ciklusa, trudnoéa i menopauza. Osim §to
estrogen kod Zena utjece na poveéanu proizvodnju hormona koji su takoder glikoproteini, estrogen
moze djelovati i na signalne puteve koji su povezani s glikozilacijom proteina. U drugom
istrazivanju koje je provedeno na uzorku od 170 djece u dobi 6-18 godina utvrdeno je da ne postoje
znacajne razlike izmedu N-glikana IgG izmedu djecaka i djevojCica u dobi prije puberteta. Tek s
pocetkom puberteta kod oba se spola moZe uvidjeti trend smanjenja stupnja grananja glikana,
galaktozilacije i sijalinizacije s dobi. Ova studija uocava i suprotan trend N-glikoma 1gG u plazmi
izmedu djece 1 odraslih obzirom da je kod odraslih uobicajen trend povecanja negalaktoziliranih
glikana, a kod djece se uocava trend smanjenja razine negalaktoziliranih glikana i fukozilacije

jezgre, a povecanja digalaktoziliranih glikana s dobi (Puci¢ 1 sur., 2012).

Obzirom da je studijama pokazana dobra korelacija izmedu serumskog N-glikoma i procesa
starenja, provedena je studija koja je ispitala potencijal N-glikana kao biljega dobi u forenzici.
Analiza DNA se ponekad u forenzici ne moze koristiti kao biljeg dobi zbog premalo dostupnog
uzorka i oste¢ene DNA, stoga je analiza N-glikana dobra zamjenska metoda kojom bi se mogla

predvidjeti dob osobe s pogreskom od 9,07 godina (Gudel; 1 sur., 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

14



Glikozilacija imunoglobulina pokazala se klju¢nom za njihovu stabilnost, poluvrijeme Zivota
i njihove funkcije kao $to je aktiviranje imunoloskog sustava i medustani¢no prepoznavanje sa
stanicama imunoloskog sustava. Obzirom da je imunoglobulin G (IgG) najistrazeniji
imunoglobulin u kontekstu glikozilacije, pokazano je kako promjene u N-glikozilaciji IgG mogu

posluziti kao potencijalni prognosticki, dijagnosticki i terapijski biljezi raznih patoloskih stanja.

Glikozilacija imunoglobulina A (IgA) s druge strane je slabije istrazena. Osim $to je IgA najvazniji
imunoglobulin u obrani organizma od patogena duz povrSine svih sluznica koje imaju izravan
doticaj s potencijalnim opasnostima za na$ organizam, promjene u glikomu IgA mogu biti okidac
za razvoj autoimunih bolesti obzirom da svojim djelovanjem moduliraju djelovanje imunosnog

sustava.

Budu¢i da su starenjem primije¢ene promjene u N-glikozilaciji imunoglobulina, a glikani utjecu
na efektorske funkcije imunoglobulina, oni nam mogu posluziti kao biljezi starosti. Studije
pokazuju kako je trend promjene N-glikozilacije 1gG u ovisnosti o dobi suprotan kod djece i
odraslih. Dok kod djece s poCetkom puberteta postoji trend smanjenja razine negalaktoziliranih
glikana, kod odraslih je s dobi poznato da se udio negalaktoziliranih glikana poveéava s izrazenijim
skokom prisutnim kod Zenskog spola. Obzirom da N-glikozilacija IgA u ovisnosti o dobi i spolu
do sada nije istraZzena, a vazno ju je poznavati i kod ispitivanja dijagnostickog potencijala ovog
proteina, ciljevi ovog rada su: 1. analizirati N-glikozilaciju IgA kod 84 zdrava ispitanika, 2. ispitati
ponasanje pojedine glikanske strukture ovisno o dobi 1 spolu te 3. identificirati glikanske strukture

prisutne na IgA koje se razlikuju izmedu zena i muskaraca u pojedinoj dobnoj skupini.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Uzorci ispitanika

Za izradu ovog diplomskog rada analizirana su 84 uzorka plazme zdravih ispitanika dobi 30-
60 godina od kojih su 41 uzorak zene i 43 uzorka muskarci. Studija je osmisljena u suglasnosti s
Helsinskom deklaracijom te su svi sudionici studije potpisali informirani pristanak na temelju cega
je Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta odobrilo studiju.

3.2. Materijali
Tablica 1. Popis koristenih kemikalija
Naziv kemikalije Kemijska formula

Anorganske kemikalije
Amonijev bikarbonat NH;HCO3
Kalijev dihidrogenfosfat KH2PO4
Kalijev klorid KCI
Kloridna kiselina HCI
Natrijev hidrogenfosfat Na;HPO4
Natrijev klorid NaCl

Organske kemikalije

Acetonitril LC-MS razine ¢istoce
Dimetilsulfoksid (DMSQO)

Etanol, 96% C2HsOH
Igepal

Ledena octena kiselina CH3COOH
Mravlja Kiselina, konc. HCOOH
Natrijev dodecilsulfat (SDS)

Prokainamid

Tris(hidroksimetil)aminometan C4H11NO3

2-pikolin boran
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Osim kemikalija i uzoraka, koristeni su standardi (pool-ovi zdravih dobrovoljaca) i ultracista voda
(miliQ) kao slijepa proba. Od opreme su koristeni pH-metar, digestor, centrifuga, vortex,
laboratorijsko posude (CaSe, menzure, tikvice), pipete i multikanalne pipete, mikroepruvete

(Eppendorf), magnetska mijesalica, tresilica.

3.3.  Priprema otopina

3.1.1. Otopina za pohranu (1M Tris-HCI sa 20% EtOH, pH=8,5)

Tris pufer se koristi kao pufer za odrZzavanje pH vrijednosti reakcijske smjese 1 odrzava stabilnost
obzirom da pokriva §iroki raspon pH (7-9). Otopina za pohranu pripremljena je otapanjem Tris-a
u ultracistoj vodi (miliQ) nakon ¢ega se dodavao etanol tako da njegov ukupni maseni udio u
otopini bude 20%. Na kraju je otopina titrirana sa HCI do pH 8,5 Sto je provjereno pH-metrom.
Otopina se skladisti u hladnjaku.

3.1.2. Priprema 10 x PBS

PBS (engl. phosphate-buffered saline) je pufer koji se sastoji od fosfatnih soli te je kao izotoni¢na
otopina koriStena za ispiranje i ¢iS¢enje matriksa na kojem se izolirao IgA. Otopina se priprema
otapanjem soli natrijeva klorida (NaCl), natrijeva hidrogenfosfata (Na:HPOs), kalijeva
dihidrogenfosfata (KH2PQOs), i kalijeva klorida (KCI). Kada sve soli otopimo u ultra¢istoj vodi,
otopina se nadopuni do 1L u odmjernoj tikvici i profiltrira. Na kraju se pH-metrom provjeri pH

pripremljene otopine koji mora biti izmedu 6,6 1 6,8.
3.1.3. Priprema 1 x PBS i 5 x PBS pufera

Za pripremu 1 x PBS potrebno je razrijediti otopinu 10 x PBS sa ultra¢istom vodom u omjeru 1:9
te se otopina titrira sa NaOH do pH=7,4. Za pripremu 5 x PBS postupak je isti osim $to

razrjedujemo 10 x PBS sa ultracistom vodom u omjeru 1:4.
3.1.4. Priprema 0,1 M otopine formijatne (mravlje) kiseline

Otopina formijatne Kiseline priprema se u digestoru. Za pripremu 200 mL 0,1 M formijatne
kiseline potrebno je ispipetirati 754 pL formijatne kiseline u 160 mL ultradiste vode koja je

prethodno dodana u menzuru. Potom se pH-metrom provjeri pH koji mora biti 2,5 i menzura se
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dopuni ultracistom vodom do 200 mL. Otopina se skladisti u hladnjaku.
3.1.5. Priprema 1 M otopine amonijeva bikarbonata

Otopina amonijeva bikarbonata koriStena je u izolaciji IgA iz plazme ispitanika u koraku eluiranja
IgA sa matriksa, a pripremljena je otapanjem 7,9 g amonijeva bikarbonata u 80 mL ultraCiste vode
uz pomo¢ magnetske mijesalice. Nakon otapanja, otopina je nadopunjena ultrac¢istom vodom do

100 mL u menzuri te je spremna za koristenje.

3.4. lzolacija IgA

Prvi korak u postupku analize N-glikoma IgA je izolacija IgA iz uzoraka plazme ispitanika.
Cijeli postupak se izvodi uz pomo¢ vakumske pumpe (Pall Corporation), CaptureSelect™
afinitetnog matriksa na koji se veze IgA, Orochem filter ploca i ploca za sakupljanje (Waters).
Priprema uzoraka ukljucuje odmrzavanje uzoraka i centrifugiranje istih 3 min na 13 400 rpm nakon

Cega se odvaja supernatant koji se koristi u daljnjem postupku.

Postupak izolacije IgA zapocinje pipetiranjem 25 pL matriksa u svaku od 96 jaZica na filter ploci.
Afinitetni matriks je oblikovan u sitne kuglice na koje su vezana specificna antitijela koja
selektivno i specifitno vezu IgA protein. Nakon dodatka matriksa potrebno ga je pripremiti
ispiranjem propisanim slijedom pripremljenih otopina (2x miliQ voda, 1x otopina formijatne
kiseline, 1x 10xPBS, 3x 1xPBS) koriste¢i vakumsku pumpu nakon dodatke svake otopine. Nakon
ispiranja, filter ploCa sa pripremljenim matriksom stavlja se na plocu za sakupljanje (zapremnine
svake jazice 1 mL) te se u filter plocu na matriks pipetira 40 uL uzorka, standarda ili slijepe probe.
Vazno je naglasiti kako se prethodno napravio nasumican redoslijed kojim se uzorci, standardi i
slijepa proba trebaju pipetirati kako bi se smanjio broj sustavnih pogreSaka. Kako bi ubrzali
vezanje IgA na kuglice matriksa obje ploce inkubiramo 10 min na treskalici poslije ¢ega ih
stavljamo u centrifugu na 3 min 150 xg. Nakon centrifugiranja sadrzaj iz plo¢e za sakupljanje
vra¢amo u filter plocu te ponavljamo postupak inkubiranja i centrifugiranja jos dva puta za
povecanje ucinkovitosti vezanja IgA na kuglice matriksa. Uklanjanje svih nespecificno vezanih
sastojaka plazme sa matriksa provodi se ispiranjem matriksa tri puta sa 1XPBS otopinom. Zadnji

korak izolacije IgA je eluiranje prociS¢enog IgA sa matriksa u ploc¢u za sakupljanje. Postupak
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eluiranja zapocinje dodatkom pripremljene 1 M otopine amonijeva bikarbonata u plocu za
sakupljanje te nad njom ispiremo matriks sa vezanim IgA 0,1 M otopinom formijatne kiseline. IgA
sa matriksa eluira zajedno sa kiselinom koja se neutralizira u otopini amonijeva bikarbonata i na

kraju se ploca za sakupljanje sa izoliranim IgA stavlja na suSenje do liofilizata.

Matriks se nakon koriStenja mora isprati propisanim slijedom pripremljenih otopina (2x otopina
formijatne kiseline, 2x 10xPBS, 3x 1xPBS, 2x otopina za pohranu) te se filter ploca s matriksom

ostavlja natopljena otopinom za pohranu i skladisti do ponovnog koriStenja.

3.5. Deglikozilacija N-glikana IgA

Izolirani IgA iz uzorka plazme ispitanika mora biti denaturiran da bismo mogli enzimski
provesti deglikozilaciju N-glikana molekule IgA. Liofilizatu izolirane IgA dodaje se 30 pL 1,33%
SDS-a te se inkubira 10 min na 65 °C s ciljem denaturacije proteina IgA. Poslije inkubacije i
hladenja uzorku se dodaje 10 puL 4% IgePal-a koji stabilizira otopinu i priprema ju za dodatak
enzima. Nakon 15 min inkubacije na tresilici, proces deglikozilacije provodimo dodatkom 10 pL
otopine 5xPBS i 0,12 pL PNG-aze (N-glikozidaza) koji enzimski kida N-glikane s molekule IgA
tijekom inkubacije 18 h na 37 °C.

3.6. Obiljezavanje i proc¢is¢avanje N-glikana IgA

bi se mogli detektirati na zavrSnom koraku kromatografije. Otopina za obiljeZavanje priprema se
dodatkom 30%-ne otopine octene kiseline u DMSO u koju dodajemo jo§ prokainamid A i 2-pikolin
boran. U svaku jaZicu s uzorkom dodajemo 25 pL pripremljene otopine za obiljezavanje te plo¢u

inkubiramo 10 min na tresilici nakon ¢ega se inkubira 2 h na 65 °C.

Nakon hladenja slijedi proc¢iS¢avanje N-glikana IgA od svih zaostalih necisto¢a iz koraka
obiljezavanja. Pro¢i§¢avanje se radi na GHP filter plocama (Pall) koju pripremamo tako $to ju
redom ispiremo 70%-om otopinom etanola, ultracistom vodom (miliQ) i 96%-0om otopinom

acetonitrila (ACN) koriste¢i pritom vakumsku pumpu. Postupak procis¢avanja pocinje dodatkom
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100%-0g ACN svakom uzorku te se mjeSavina automatski pipetira na GHP ploce i inkubira 2 min,
a vakumskom pumpom se ukloni viSak tekuc¢ine. Potom se obiljezeni N-glikani isperu Cetiri puta
sa hladnim 96%-nim ACN, a peti puta se dodaje takoder hladni 96%-ni ACN te se centrifugira 5
min na 1000 rpm. U jazice GHP ploce s obiljezenim N-glikanima dodaje se ultracista voda (miliQ)
te se GHP ploca stavlja na PCR (FrameStar) plocu te se zajedno stavljaju inkubirati 15 min na
tesilicu i potom u centrifugu 5 min na 1000 rpm. Postupak dodavanja vode, inkubiranja i
centrifugiranja se ponove joSe jednom, a na kraju se ploca s uzorcima hermeticki zatvori i pohrani

u hladnjak.

3.7. Analiza N-glikana IgA (HILIC-UPLC)

Obiljezeni i procis¢eni N-glikani IgA analiziraju se kromatografskom tehnikom HILIC-UPLC
(engl. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography - Ultra-Performance Liquid
Chromatography, Waters, USA) koja kombinira princip hidrofilnih interakcija i UPLC tehnologije
za analizu 1 razdvajanje spojeva u tekuc¢oj fazi. UPLC uredaj sastoji se od visokotlaéne pumpe koja
osigurava konstantan protok mobilne faze kroz kolonu, injekcijski sustav koji sluzi za precizno
unosenje uzorka u sustav, kolone koja se u ovom slucaju sastoji od hidrofilne stacionarne faze i
fluorescencijskog detektora koji identificira i kvantificira fluorescentno obiljezene N-glikane.
Uvjeti protoka kroz kolonu podeSavani su u softveru koji je povezan na uredaj (Empower program,
Waters) u kojemu su se takoder prikupljali podaci i analizirali rezultati. Obrada rezultata
obuhvacala je ru¢no integriranje povrSine ispod kromatograma, statisticku obradu u Excelu i1

MedCalc-u te crtanje i prikazivanje rezultata u obliku grafova uz pomo¢ programa R.

Uvjeti razdvajanja N-glikana IgA prikazani su u Tablici 2 uzimajuéi u obzir da se sastav mobilne
faze mijenjao sa omjera 28% otapala A i 72% otapala B na 41% otapala A i 59% otapala B.
Tijekom procesa razdvajanja potrebno je kontrolirati tlak koji ne smije premasivati 15 000 bara te

se protok podize za 0,1 mL/min do Zeljene brzine.

Tablica 2. Uvjeti razdvajanja N-glikana IgA na UPLC-u

PARAMETAR OPIS
Kolona ACQUITY UPLC® Glycan BEH Amide Column 150 mm
Veli¢ina ¢estica 1,7 pm (veli¢ina pora - 130A)
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Temperatura kolone
Temperatura uzorka

Otopina A (hidrofilno otapalo)
Otopina B (hidrofobno otapalo)
Brzina protoka

Valna duljina ekscitacije

Valna duljina detekcije

60°C

10°C

0,1 M amonijev formijat (pH=4,4)
Acetonitril (ACN)

0,561 mL/min

310 nm

370 nm
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4, REZULTATI
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4.1. N-glikom imunoglobulina A

Fluorescentno obiljezeni N-glikani razdvojeni su tekuc¢inskom kromatografijom koja se temelji
na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC) te se kao rezultat analize dobije kromatogram N-
glikana prisutnih na IgA. Kromatogram sadrzi 30 glikanskih pikova (GP) pri ¢emu neki pikovi
obuhvacaju vise od jednog N-glikana (Slika 3). Varijabla pracena na x-0si je retencijsko vrijeme
(RT) koje pokazuje koliko su neki N-glikani hidrofilni ili hidrofobni. Obzirom da je stacionarna
faza polarna i hidrofilna, glikani sa vise Secernih jedinica biti ¢e polarniji sa viSe negativnog naboja
1jace Ce se vezati za stacionarnu fazu Sto rezultira kasnijim izlaskom tih glikana iz analize 1 ve¢im
retencijskim vremenom. S druge strane, glikani s manje Secernih jedinica imaju manji afinitet za
vezanje na stacionarnu fazu $to ih ¢ini hidrofobnijima te ih nepolarna mobilna faza brze eluira kroz
kolonu $to rezultira manjim retencijskim vremenom. Varijabla koju pratimo na y-0si je intenzitet
pojedine glikanske strukture Sto vidimo kao glikanske pikove (GP) stoga koli¢inu odredenog

glikana svakog pika izrazavamo kao postotak ukupne integrirane povrsine.

4.2. Statisticka obrada podataka

Dobivene rezultate je bilo potrebno statisticki obraditi prije provodenja statistickih testova.
Podaci glikana su prvo normalizirani na ukupnu povrsinu kromatograma te se takve normalizirane
vrijednosti koriste u daljnjem postupku. Normalizirane vrijednosti koristile su se za prikaz trenda

svakog GP u ovisnosti o dobi (Slika 4).

Drugi korak podrazumijeva testiranje distribucije podataka Shapiro Wilk-ovim testom
normalnosti sa pretpostavkom da distribucija podataka odredenog GP prati normalnu raspodjelu
te ako je p manje od 0,05 odbacuje se hipoteza i zakljucuje se da distribucija odredenog GP ne
prati normalnu raspodjelu. Buduéi da je za daljnje testiranje potrebno koristiti normalizirane
podatke, a testiranje glikana je pokazalo kako distribucija nije normalna, u tre¢em koraku je
napravljena logaritamska transformacija svih podataka. Takvi logaritmirani podaci upisali su se u
Excel tablicu sa filterima spola i filterom dobi svih zdravih ispitanika u tri dobne
skupine [30 — 40), [40 — 50) i [50 — 60].

Takvi podaci koristeni su za daljnju statisticku analizu u programu MedCalc gdje se koristio
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statisticki T-test za nezavisne uzorke. Njime se testiralo koji se glikani statisticki znacajno
razlikuju izmedu spolova te koji se glikani statisticki znacajno razlikuju izmedu spolova unutar

pojedine dobne skupine.
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Za interpretaciju rezultata potrebno je prikazati N-glikom IgA sa svim navedenim glikanskim
strukturama i karakteristikama (Tablica 3) (Stambuk T. i sur, 2023).

Tablica 3. N-glikom 1gA

GLIKANSKI | GLIKANSKA | KARAKTERISTIKE
PIK STRUKTURA
GP1 A2B bianterarni s ra¢vaju¢im GIcNAc
FA2 srzna fukoza, bianterarni
GP2 M5 oligomanozni
GP3 A2G1 monogalaktozilirani, biantenarni
GP4 A2BG1 monogalaktozilirani, biantenarni s racvaju¢im GlcNAc
FA2G1 srzna fukoza i monogalaktozilirani, biantenarni
M5A1 hibridni
GP5 FA2G1 srzna fukoza i monogalaktozilirani, biantenarni
GP6 FA2BG1 srzna fukoza i monogalaktozilirani, biantenarni s racvajuéim GIlcNAc
GP7 M6 oligomanozni
GP8 A2G2 digalaktozilirani, biantenarni
Al1G1S1 monogalaktozilirani i monosijalinizirani monoanterarni
GP9 A2BG2 digalaktozilirani, biantenarni s ra¢vaju¢im GIlcNAc
GP10 FA2G2 srzna fukoza, digalaktozilirani, biantenarni
FA1G1S1 srzna fukoza, monogalaktozilirani i monosijalinizirani,
monoantenarni
M6A1 hibridni
A2G1S1 monogalaktozilirani i monosijalinizirani biantenarni
GP11 FA2BG2 srzna fukoza, digalaktozilirani, biantenarni s ra¢vaju¢im GIlcNAc
GP12 A2BG1S1 monogalaktozilirani i monosijalinizirani biantenarni s ra¢vaju¢im
GlcNAc
M4A1G1S1 hibridni, monogalaktozilirani i monosijalinizirani;
FA2BG1S1 srzna fukoza, monogalaktozilirani, monosijalinizirani, biantenarni s
rac¢vaju¢im GIcNAc
GP13 A2G2S1 digalaktozilirani i monosijalinizirani, biantenarni
GP14 FA2G2S1 srzna fukoza, digalaktozilirani i monosijalinizirani, biantenarni
GP15 FA2BG2S1 srzna fukoza, digalaktozilirani i monosijalinizirani, biantenarni s
racvajuéim GIcNAc
M8 oligomanozni
GP16 FA2BG2S1 srzna fukoza, digalaktozilirani i monosijalinizirani, biantenarni s

racvajuéim GIcNAc
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GP17 A2G2S2 digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni
GP18 FA2G2S2 srzna fukoza, digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni
M9 oligomanozni
GP19 A2G2S2 digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni
GP20 A2BG2S2 digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni s ra¢vaju¢im GIcNAc
GP21 FA2G2S2 srzna fukoza, digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni
GP22 FA2BG2S2 srzna fukoza, digalaktozilirani i disijalinizirani biantenarni s
racvajucim GIcNAc
GP23 FA3BG3S1 srzna fukoza, trigalaktozilirani i monosijalinizirani triantenarni s
racvajucim GIcNAc
GP24 FA3G3S2 srzna fukoza, trigalaktozilirani i disijalinizirani triantenarni
GP25 FA3BG3S2 srzna fukoza, trigalaktozilirani i disijalinizirani triantenarni s
racvajuc¢im GIcNAc
GP26 FA3G3S2 srzna fukoza, trigalaktozilirani i disijalinizirani triantenarni
GP27 A3G3S3 trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni
GP28 FA3G3S3 srzna fukoza, trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni;
FA3BG3S3 srzna fukoza, trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni s
rac¢vajuéim GIlcNAc
GP29 A3G3S3 trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni
A3F1G3S3 antenarna fukozilacija, trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni
GP30 FA3G3S3 srzna fukoza, trigalaktozilirani i trisijalinizirani triantenarni
FA3F1G3S3 srzna i antenarna fukozilacija, trigalaktozilirani i trisijalinizirani

triantenarni
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4.3. Ovisnost N-glikana IgA o dobi

Kako bismo mogli analizirati N-glikozilaciju IgA kod zdrava 84 pojedinaca ovisno o dobi i ispitati
ponasanje pojedine glikanske strukture ovisno o dobi, na Slici 4. je prikazan trend kretanja

pojedinog glikana ovisno o dobi.
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Slika 4. Graficki prikaz rezultata ovisnosti razine pojedinog glikana o dobi kako bismo prikazali
tendenciju glikana u dobnom rasponu 30 - 60 godina kod 84 zdrava ispitanika.
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4.4, Ovisnost N-glikana IgA o spolu

Kako bismo mogli analizirati N-glikozilaciju IgA kod zdrava 84 pojedinca ovisno o spolu i
ispitati ponasanje pojedine glikanske strukture ovisno o spolu, na Slici 5. je prikazan trend kretanja
pojedinog glikana u ovisnosti o dobi za svaki spol.
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Slika 5. Prikaz rezultata ovisnosti razine pojedinog glikana o dobi 30-60 godina koji prikazuju trend svakog
spola sto vidimo kao dvije linije gdje plava linija oznacava muskarce, a crvena linija oznacava Zene.
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Budu¢i da je cilj ovog diplomskog rada takoder identificirati glikanske strukture prisutne na IgA
koje se razlikuju izmedu spolova u pojedinoj dobnoj skupini, napravljena je analiza koja je
obuhvacala T-test logaritmiranih podataka i korekcija tih rezultata Benjamini Hochberg metodom.
Rezultati su prikazani kao ovisnost razine glikana o spolu u dobi 30-60 godina (Slika 5) i kao

ovisnost razine glikana o spolu u pojedinoj dobnoj skupini (Slika 6).
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Slika 6. Prikaz rezultata statisticke analize ovisnosti razine pojedinog glikana o spolu neovisno o dobi.
Svaki grafikon predstavija jedan GP iz kojeg mozemo iscitati razliku u kolicini odredenog glikana izmedu
spolova u dobi 30-60 godina (muskarci=M, Zene=7). Obojani graficki prikazi predstavljaju statisticki
Znacajne glikane (plavo=muskarci, ruzicasto=zene).
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Slika 7. Prikaz rezultata statisticke analize ovisnosti razine pojedinog glikana o spolu u pojedinim dobnim
skupinama 1. [30-40), 2. [40-50) i 3. [50-60]. Svaki grafikon predstavlja jedan GP, a obojani graficki

prikazi predstavljaju statisticki znacajne glikane (plavo=muskarci, ruzicasto=zene).
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5. RASPRAVA
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N-glikozilacija plazmatskih proteina sve ¢eSce se istrazuje u kontekstu raznih bolesti, kako
s ciljem razumijevanja njihovog nastanka, tako i kao potencijalni dijagnostic¢ki biljeg. Stoga
budu¢im studijama o istrazivanju i razvoju prognostickih, dijagnostickih i terapijskih biljega i
novih lijekova vezanih za imunoglobulin A uvelike mogu doprinijeti informacije o bioloskoj
varijabilnosti N-glikoma IgA ovisno o dobi i spolu. Buduci da ovisnost IgA o dobi i spolu nije do
sada istrazena, upravo je ovaj diplomski rad imao za cilj pokazati postoje li razlike N-glikozilacije
IgA ovisno o dobi i spolu. Sakupljeno je 84 uzoraka plazme zdravih pojedinaca te je nakon
izolacije IgA, njegove deglikozilacije i fluorescentnog obiljezavanja N-glikana provedena analiza

kromatografskom tehnikom hidrofilne interakcije s detekcijom fluorescencije (HILIC-UPLC).

Rezultati su predoceni u obliku grafickih prikaza na kojima mozemo svaki glikan komentirati u
ovisnosti o dobi ili spolu. Analizirajuéi Sliku 4 porast razine glikana s pove¢anjem dobi pokazuju
GP 1,2,6, 11,12, 16, 19, 22, 24 129, a pad razine glikana s povecanjem dobi pokazuju GP 5, 7,
9,10, 13, 14, 18, 20 1 21. Glikani ¢ija se razina ne mijenja s povec¢anjem dobi su GP 3, 17, 23, 25,
26, 281 30. Tako graficki prikazi ovisnosti o dobi za oba spola (Slika 4) pokazuju kako glikani GP
4, 8, 15 i 27 ne pokazuju promjenu razine glikana s godinama, na Slici 5 jasno se vide razlike
izmedu spolova za navedena Cetiri glikana. Naime, Slika 5. pokazuje tendenciju razine pojedinog
glikana svakog spola ovisno o dobi te je za navedena Cetiri glikana uocen upravo suprotan trend
izmedu spolova koji je rezultirao laznom stagnacijom razina navedenih glikana. Dok se razina
glikana GP 4, 8 1 15 kod Zena povecava s povecanjem dobi, kod muskaraca se smanjuje. GP27 pak
pokazuje obrnuti tijek razine glikana pa se kod Zena vremenom smanjuje, a kod muskaraca

povecava.

Analiziranjem karakteristika pojedinih glikana iz Tablice 3 moze se zaklju¢iti kako se povecanjem
dobi dogadaju veée promjene u razini glikana sa niskim stupnjem grananja, nego kod glikana sa
visokim stupnjem grananja, u ovom slucaju triantenarnih glikana (GP 23-30). Jedini triantenarni
glikanski pikovi kod kojih se uocavaju promjene porasta razine glikana su GP24 i GP29 i to s
naglaskom na porast kod muskaraca, dok kod Zena jedino GP29 pokazuje blagi porast s

povecanjem dobi.

Prac¢enjem galaktozilacije, uocen je trend porasta negalaktoziliranih glikana s pove¢anjem dobi 1
to samo kod zena. Glikani nizeg stupnja galaktozilacije u koje ubrajamo monogalaktozilirane
glikane (GP6 1 GP12) i digalaktozilirane glikane (GP 8, 11, 15, 16, 22) takoder pokazuju porast
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razine glikana kod Zena povecanjem dobi i to s naglaskom najvece promjene u tre¢oj dobnoj
skupini 50-60 godina. Povecéanje razine glikana s manjim stupnjem galaktozilacije kod Zena u dobi
50-60 godina moZe se povezati s podudarnim ulaskom u menopauzu kod veéine zena kada u

zenskom organizmu dolazi do brojnih bioloskih promjena (Ding N i sur., 2011).

Kod muskaraca je zapazeno smanjenje razine digalaktoziliranih glikana (glikani niskog stupnja
galaktozilacije) poveéanjem dobi na §to ukazuju trendovi glikana GP 5, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 18
i 20. Svi navedeni glikani, osim GP5 koji je monogalaktoziliran i GP7 koji pripada oligomanoznim
glikanima, pripadaju skupini digalaktoziliranih glikana. Dosadasnje studije N-glikoma IgG
pokazuju da galaktozilacija ima tendenciju smanjenja sa starenjem, a rezultati ovog rada N-
glikoma IgA pokazuju sli¢nosti temeljem povecanja razine agalaktoziliranih glikana kod Zena 1

smanjenjem digalaktoziliranih glikana kod muskaraca (Paton i sur., 2021).

U svrhu identifikacije glikanskih struktura prisutnih na IgA koje se razlikuju izmedu Zena 1
muskaraca u pojedinoj dobnoj skupini, proveden je statisticki T-test uzimajuci podatke neovisno
o dobi za pojedini spol. Rezultati takvog testiranja pokazali su da postoji statisti¢ki znacajno
odstupanje kod glikanskih struktura GP 2, 8 16 1 21 izmedu muskaraca i1 zena. U prijevodu,
mozemo rec¢i da je razlika u razini glikana tijekom 30-60 godina izmedu muskaraca i Zena
statistiCki znacCajna za navedene glikanske pikove. Dok GP 2, 8 1 16 kod zena pokazuju trend

porasta razine glikana, GP21 pokazuje trend pada razine glikana kod Zena u odnosu na muskarce.

Na kraju je provedeno i statisticko testiranje ovisno o spolu za tri dobne skupine koje su definirane
kao [30 —40), [40 — 50) i [50 — 60]. Usporedbom muskaraca i Zena u svakoj dobnoj skupini
pokazana je statisticki znacajna razlika za GP 8, 11, 16121 i to u tre¢oj dobnoj skupini (50-60) za
sva Cetiri glikana. Navedeni rezultati za GP 8, 16 i 21 potvrduju prethodno testiranje (Slika 6) i
nadopunjuju zakljucak kako se u dobi kada veéina Zena ulazi u menopauzu dogadaju najvece

promjene u razinama N-glikana IgA.

Obzirom da glikani dokazano modificiraju funkcije proteina i sudjeluju u medustani¢nim
bioloskim procesima, meta su brojnih istraZivanja kao potencijalni prediktivni biljezi starenja, ali
i u svrhu razvoja terapija i lijekova. Vazno je poznavati karakteristike i promjene glikoma u
ovisnosti o dobi i spolu buduéi da on odraZava status interakcija u stvarnom vremenu te stoga bilo
kakve promjene u glikomu mogu posluZiti za razvoj potencijalnih dijagnostickih 1 prognostic¢kih

biljega za multifaktorijalne bolesti kao $to su diabetes mellitus tipa 2, metabolicki sindromi i

34



kroni¢ne upalne bolesti.
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6. ZAKLJUCCI
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N-glikozilacija imunoglobulina A u ovisnosti o dobi i spolu do sada nije istrazivana, a rezultati
pracenja tendencije i ponasanja pojedinog glikana usporedene su ovisno o karakteristikama glikana

te su dobivene statisti¢ki znacajne razlike razina odredenih N-glikana IgA obzirom na spol.

Povecanjem dobi dogadaju se vece promjene u razini glikana niskog stupnja grananja u usporedbi
s glikanima visokog stupnja grananja, koje su u slu¢aju N-glikana IgA triantenarni (GP 23-30).

Izuzetak su GP24 i GP29 koji pokazuju znacajniji porast razine glikana kod muskaraca.

Budu¢i da je GP1 jedini predstavnik struktura negalaktoziliranih glikana IgA, za njih je uocen
trend porasta koji je izraZzeniji kod Zena s pove¢anjem dobi nego kod muskaraca. Povecanje razine
negalaktoziliranih glikana podudara se sa dosadasnjim studijama N-glikoma IgG, kao i tendencija
smanjenja digalaktoziliranih glikana, ali samo kod muskaraca. Ono $to se razlikuje je tendencija
povecanja razine N-glikana manjeg stupnja galaktozilacije s povecanjem dobi kod Zena.
Monogalaktozilirani 1 digalaktozilirani glikani pokazuju trend povecanja starenjem kod Zena s

naglaskom na najveéu promjenu u trec¢oj dobnoj skupini (50-60).

Rezultati statistickog testiranja pokazuju da se razine glikana izmedu muskaraca 1 zena u pojedinim
dobnim skupinama statisticki znacajno razlikuju u GP 8, 11, 16 1 21. Sva cCetiri glikanska pika
pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku u trec¢oj dobnoj skupini (50-60) §to se podudara sa vremenom
kada vec¢ina Zena ulazi u menopauzu prilikom ¢ega u organizmu dolazi do brojnih hormonskih i

bioloskih promjena.

Cinjenica da se razine N-glikana IgA mijenjaju s dobi i da postoje statisti¢ki zna¢ajne razlike
odredenih glikanskih struktura izmedu spolova ukazuju na postojanje neprestanih promjena u
ljudskom glikomu te dobiveni rezultati mogu posluziti kao podloga za otkrivanje novih biljega

starenja i bolesti kao i razvoja novih lijekova.
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7. POPIS KRATICA
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ACN
ADCC

Asn
CDG

CL

Cal, Ca2, Ca3
digA

DMSO

ER

FcaRI (CD89)
Fuc

GA

GAG

Gal

Glc

GIcNACc
GLUT4

GP
GPI
HILIC-UPLC

IgAN
IgAV
IgePal

Man

acetonitril

stani¢na citotoksi¢nost ovisna o antitijelima (engl. antibody-dependent
cellular cytotoxicity)

asparagain

kongenitalni poremecaji glikozilacije (eng. Congenital disorders of
glycosilation)

konstatna domena lakog lanca imunoglobulina

konstatne domene teskog lanca imunoglobulina

dimerni oblik 1gA

dimetilsulfoksid

endoplazmatski retikulum

receptor na imunosnim stanicama

fukoza

golgijev aparat

glikozaminoglikan

galaktoza

glukoza

N-acetilglukozamin

transporter glukoze na membrani miSi¢nih stanica i adipocita (engl.
Glucose transporter type 4)

glikanski pik

glikozilfosfatidilinozitol

tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na
hidrofobnim interakcijama (engl. Hydrophilic Interaction Liquid Ultra
Performance Liquid Chromatography)

imunoglobulin A

IgA nefropatija

IgA vaskulitis

nonilfenoksietanol (emulgator, deterdzent i surfaktant)
imunoglobulin G

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

migA monoklonska protutijela IgA

mlgG monoklonska protutijela 19G

NET ekstracelularne zamke neutrofila (engl. neutrophil extracellular traps)
PBS fosfatni pufer (engl. phosphate-buffered saline)

PCR lanc¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
plgR polimerni imunoglobulinski receptor

Pro prolin

RA reumatoidni artritis

RT retencijsko vrijeme

SC sekretorna komponenta

SDS natrijev dodecilsulfat

sigA sekretorni oblik IgA

SLE sistemski eritemski lupus

VH varijabilna domena teskog lanca imunoglobulina

VL varijabilna domena lakog lanca imunoglobulina

VMGATS enzim N-acetilglukozaminiltransferaza 5
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9. SAZETAK
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Promjene u procesu N-glikozilacije glikana vezanih na imunoglobulin A dokazano
modificiraju djelovanje imunoloskog sustava buduci da glikani sudjeluju u procesu smatanja i
transporta proteina, ali i izvrSavanja funkcije proteina unutarstanicnom i izvanstani¢nom
signalizacijom. Obzirom da je N-glikozilacija imunoglobulina A do sada neistrazena, ciljevi ovog
diplomskog rada bili su 1) analizirati N-glikozilaciju IgA kod 84 zdrava ispitanika, 2) ispitati
ponasanje pojedine glikanske strukture ovisno o dobi i spolu te 3) identificirati glikanske strukture
prisutne na IgA koje se razlikuju izmedu Zena 1 muSkaraca u pojedinoj dobnoj skupini. U¢injena
je izolacija IgA iz plazme ispitanika, deglikozilacija N-glikana te obiljezavanje i pro¢is¢ivanje N-
glikana, a analiza je u¢injena kromatografskom tehnikom hidrofilne interakcije s detekcijom

fluorescencije (HILIC-UPLC).

Rezultati su pokazali dogadanje ve¢ih promjena u razini glikana niskog stupnja grananja u
usporedbi s glikanima visokog stupnja grananja (GP 23-30). Uocen je trend porasta
negalaktoziliranih glikana izraZeniji kod Zzena povecanjem dobi. Monogalaktozilirani 1
digalaktozilirani glikani pokazuju trend porasta kod Zena, dok se razina digalaktoziliranih glikana
smanjuje kod muskaraca s dobi. Glikanske strukture GP 8, 11, 16121 pokazuju statisticki znacajnu
razliku izmedu Zena 1 muskaraca u trecoj dobnoj skupini (50-60) Sto se podudara sa grafickim
prikazima tendencija glikana. Stoga mozemo zakljuciti da se najve¢e promjene razina glikana s
naglaskom na Zenski spol dogadaju u trec¢oj dobnoj skupini (50-60) §to se moze povezati sa
ulaskom vecina zena u period menopauze kada se dogadaju brojne bioloSke promjene u

organizmu.

Pokazane promjene koje se dogadaju ovisno o dobi i spolu i bolje poznavanje bioloske
varijabilnosti N-glikana imunoglobulina A trebaju se uzeti u obzir u budué¢im istrazivanjima

potencijalnih prognostickih, dijagnostickih i terapijskih biljega kao i biljega starenja.
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Changes in the N-glycosylation profile of immunoglobulin A have been proven to modify the
function of the immune system, as glycans participate in the protein folding and transport process,
as well as in the intracellular and extracellular signaling processes. Since N-glycosylation of
immunoglobulin A has been unexplored so far, the aim of this study was to 1) analyze the N-
glycosylation of IgA in 84 healthy individuals, 2) investigate the behavior of individual glycan
structures depending on age and gender, and 3) identify glycan structures present on IgA that differ
between women and men in specific age groups. Glycan analysis included isolation of IgA from
participants' plasma, deglycosylation of N-glycans, glycan labeling, purification and final
separation of N-glycans using ultra-performance liquid chromatography based on hydrophilic
interactions (HILIC-UPLC).

The results showed greater changes in the levels of low-branched glycans compared to high-
branched glycans (GP 23-30), which level is more stable over time. Increased levels of
agalactosylated glycans were observed in women with increasing age. Monogalactosylated and
digalactosylated glycans showed an increasing trend in women, while digalactosylated glycans
decreased in men with age. Glycan structures GP 8, 11, 16, and 21 exhibited statistically significant
differences between men and women in the third age group (50-60), which aligns with the
graphical representations of glycan trends. Therefore, we can conclude that the most significant
changes in glycan levels, particularly for the female gender, occur in the third age group (50-60),
which may be associated with entering menopause for most women when numerous biological

changes occur in the body.

Shown results of changes depending on age and gender lead to a better understanding of the
biological variability of N-glycans in immunoglobulin A, which should be taken into account for
future research in identifying potential prognostic, diagnostic, and therapeutic biomarkers, as well

as biomarkers of aging.
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