Spolne i dobne razlike glikozilacije imunoglobulina G
kod pacijenata s dijabetesom tipa 1

Matejci¢, Sabina

Master's thesis / Diplomski rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:163:891672

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-19

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:891672
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:960
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:960
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:960

Sabina Matejci¢

Spolne 1 dobne razlike glikozilacije
Imunoglobulina G kod pacijenata s dijabetesom
tipa 1

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, godina 2018.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Analiticka i preparativna biokemija Sveucilista u
Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za biokemiju i
molekularnu biologiju pod stru¢nim vodstvom izv. prof. dr. sc. Olge Gornik.

Ovim putem se zahvaljujem izv. prof. dr. sc. Olgi Gornik i dr. sc. Tomi Keseru na svim
savjetima, trudu, vremenu i strpljenju koji su mi pokazali tijekom izrade diplomskog rada.
Zahvaljujem se dr. sc. Vesni Simunovi¢ i cijelom timu Genosa na svim savjetima i pomaganju
tijekom eksperimentalnog dijela. To su savjeti koje ¢u koristiti i dalje u svojem samostalnom
radu.

Tijekom studija neizbrisiv trag su ostavili kolege, obitelj i drugi profesori kojima ovim putem
zahvaljujem takoder.



LUV O D s 1
L1, GHKOZIIACT]A. .t e 1
LL2UGHKANT. « et e 1

1.2 0 N-glKANT. .o e 1
1.2.2. O-glKANI. ..ot 3
1.3, Imunoglobulin G.......ooiii i 3
1.3.1. Vaznost glikozilacije IgG........cooiiiiiiiii e 3
L D 21 o] ) 4
L.4.1. Dijabetes tip L. ..onoi e 5
1.5.Analiza strukture glikana.......... ..o e 6
151 HILIC-UPLC . . . e e e 6

2. OBRAZLOZENJE TEME ... ...ttt e, 7

3. MATERIJALI IMETODRE. ... ..o e 8
Bl Materifali. ..o e 8

3. 1.1 BIOlOSKI UZOTCI. et e 8
B L2 0 ENZIM. et 8
3.1.3. Anorganska otapala........ ..o 8
3.1.4. Organska otapala...........ccooiiiiiiiii i 8
3.1.5. OtOPINE 1 PULCTI. .. vttt e e 9
3.1.6. Laboratorijska Oprema. .........ouuiiiiiii e 10
3.2. Protokol pripreme uzoraka.............coooiiuiiiiiiiii e 11
3.2, 1. RaNAOMIZACT]A. ..ttt et et et e e e e e 11
3.2.2. Izolacija plazmatskog IgG s Protein G plo¢icom..............ccviviiiiiiiniinnn... 11
3.2.3. Izolacija N-glikana s plazmatskih glikoproteina..................c.ooiiiiiiinnnnn, 12
3.2.4. Obiljezavanje i procis¢avanje N-glikana...............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiin.. 12
3.3, ANaliza UZoraKa. ... ..o e 13
3.3.1. Analiza izoliranih N-glikana HILIC-UPLC metodom...................c.coevenn... 13

A REZULT AT .o e 15
4.1. Primjer kromatograma plazmatskih glikana...................cocoiiiiiiiiiiiiiiiiean, 15
4.2. Opceniti statisticki prikaz dobivenih N-glikana. ..., 15
4.3. Usporedba prema SPOIU. .......eiiii it e 16

4.4. Usporedba glikozilacije kod Zenskog spola u pubertetskoj i pretpubertetskoj dobi.....18



4.5. Usporedba kod muskog spola u pubertetskoj i pretpubertetskoj dobi..................... 19

5 RASPRAVA ..o 21
6. ZAKLIUCAK ... .ot 22
T.LITERATURA ..ot 23
8. SAZETAK/SUMMARY ..ottt 25
B L. SAZEAK . .. it 25
L TR 1 100 T 1 P 26

9. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/BASIC DOCUMENTATION CARD






1. UVvOD
1.1. Glikozilacija

Glikozilacija je sloZen enzimski proces postranslacijske ili kotranslacijske modifikacije
proteina i lipida vezanjem ugljikohidratnih struktura. Vise od polovice poznatih proteina je
glikozilirano, dok je sama stanica gotovo u potpunosti prekrivena ugljikohidratima vezanima
na proteine 1 lipide membrane. Postoje razni nacini na koje se ugljikohidrati mogu vezati §to
samo doprinosi sloZenosti strukture kao 1 potencijalne promjene funkcije molekule (Varki i
sur., 2009). Kada govorimo o proteinima razlikujemo glikoproteine i proteoglikane zbog
razlike u masi podjedinica.

Glikozilacija je iznimno sloZen proces u koji je ukljucen veliki broj gena. Cijeli proces jo$
nije u potpunosti razja$njen stoga daljnja istrazivanja imaju dosta prostora za rasvijetliti kako
se cijeli postupak to¢no odvija. Glikozilacija je odgovorna za pravilnu funkciju proteina,
djeluje u zasStitom odgovoru organizma, komunikaciji medu stanicama, sudjeluje oplodnji
stanice, kao i mnoge druge uloge od kojih ¢e neke mozda tek biti otkrivene (Varki i sur.,
2009). Glikozilacija nam moze pomoc¢i u dijagnostici, pracenju i prognozi terapije, te objasniti

to€an uzrok kako bi terapija bila $to u€inkovitija.

1.2.Glikani

Glikani su kovalentno vezani na proteine te postoje N i O-vezani glikani. Sinteza N-
glikana zapocinje u endoplazmatskom retikulumu 1 nastavlja se u golgijevom aparatu dok se
O- vezani glikani sintetiziraju u golgijevom aparatu. Ime su dobili po skupini koja je s
proteina vezana na ugljikohidratni dio. Hidroksilna skupina iz serina ili treonina te amino

skupina iz asparagina (Varki i sur., 2009).

1.2.1.N-glikani

N- glikani su najceS¢e vezani na acetilglukozamin 1 to u slijedu sekvenci asparagin- X-
serin/treonin. Imaju dosta sloZenu sintezu, gdje se prvo 14 monosaharida veZe na nosac
dolikol fosfatu te zatim prenosi na protein. Taj pocetni dio je konzerviran u biljaka, kvasaca i
metazoi. N-glikani utjeCu na cjelokupna svojstva glikoproteina tako §to mu utjeCu na
konformaciju, topljivost, antigenost i vezanje na glikan vezujuce proteine. N glikani sluze kao
oznake za odredeni glikoprotein, te defekti u sintezi mogu dovesti do bolesti (Varki i sur.,
2009).

Svi N-glikani imaju jednaku okosnicu ugljikohidrata koja se sastoji od dva N-acetil

glukozamina i tri manoze koje su povezane na sljede¢i na¢in Manal-6(Manal-3)Manf31—
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4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr  te razlikujemo tri tipa glikana ovisno o
ugljikohidratima koji su vezani na okosnicu. To su oligomanozni, kompleksni i hibridni tip.
Oligomatozni tip N-glikana se sastoji od nekoliko manjih jedinica manoze, kompleksni tip
moze imati na sebi vezane N- acetilglukozamina, galaktozu i sijalinsku kiselinu, dok je
hibridni tip kombinacija prethodna dva tipa, tj. njegovih ugljikohidrata Sto se moze vidjeti na

slici 1 i slici 2.

Asn Asn Asn

OLIGOMANOZNI TIP KOMPLEKSNI TIP HIBRIDNI TIP

Slika 1. Tri tipa N-glikana (Slika preuzeta i doradena Varki i sur. 2009.)

@ Manoza

(O Galaktoza

B N-acetilglukozamin

A Fukoza

$ |t

Slika 2. Ugljikohidratne podjedinice u srzi tri tipa N-glikana (Slika preuzeta i doradena Varki i sur. 2009.)
Sinteza zapocinje na citoplazmatskoj strani endoplazmatskog retikuluma i to na nosacu

dolikol fosfatu. Zapocinje s dodavanjem N-acetilglukozamina kojeg prenosi uridin difosfat N-

acetilglukozamin na dolikol fosfat. Na nosa¢ dolikol fosfat se veze 14 podjedinica

ugljikohidrata prije nego li se one prenose na proteinski dio glikana. U 2/3 slucaja ¢e to biti

aminokiselinski slijed asparagina, zatim bilo koje aminokiseline osim prolina, te serin ili

treonin. Prijenos N- glikana se odvija na luminalnoj strani endoplazmatskog retikula te se

kotranslacijski prenosi na protein. U golgijevom aparatu na N- glikan djeluju

glikoziltransferaze i glikozidaze koje utjeCu na konacan sastav ugljikohidrata, a samim time i

funkciju cijele molekule (Varki i sur., 2009).



1.2.2.0-glikani

O- glikani su najces¢e vezani preko N-acetilgalaktozamin na hidroksilnu skupinu serina
ili treonina. Ovaj tip glikana se sastoji od dugih lanaca sastavljenih najceS¢e od serina i
treonina. Pun je hidroksilnih skupina te tako na sebe lako veze vodu. O- glikane cesto
nalazimo na mukoznim membranama pa ih zovemo mucinima. To je najéesci tip O-glikana.
Osim N- acetilgalaktozamina, ugljikohidratne podjedinice u O- glikanima se mogu vezati na
O- fukozu, O- ksilozu, O- manozu ili N-acetilglukozamin. O- glikani takoder izdizu
funkcionalnu domenu proteina iznad membrane, poput LDL-receptora (Varki i sur., 2009).

Sinteza zapocinje s aktiviranim nukleotidima u Golgijevom aparatu koji donose

ugljikohidratne podjedinice i puno je sloZenija od sinteze N-glikana.

1.3. Imunoglobulin G

Imunoglobulini su glikoproteini koji imaju vaznu ulogu u imunosnom odgovoru tijela na
antigene. Stvaraju ih plazma stanice kada dodu u kontakt s antigenom. Imunoglobulini se
sastoje od dva tipa lanaca, lakog i teSkog, a po teSkom lancu su dobili ime. Razlikujemo 5
klasa imunoglobulina: IgA, IgE, IgD, IgM i 1gG. Svaki od njih ima svoju ulogu u imunosnom
odgovoru.

Imunoglobulin G je najzastupljeniji u tijelu (80% svih Ig) 1 predstavlja specifican
odgovor na strano tijelo. On je monomer, ima cetiri podjedinice, dva teSka lanca i dva laka.
Ime su dobili po svojoj molekulskoj masi, a medusobno su povezani nekovalentnim vezama
te ucvrséena disulfidnim mostovima. Imunoglobin ima dvije razli¢ite domene, Fab i Fc, od
kojih je Fab ona koja prepoznaje i veze antigen preko vodikovih veza, percipira ga te blokira
njegova aktivna mjesta. Poznata je kao varijabilna regija, te ih imamo dvije. Fc domena na
sebe veze sustav komplementa, odgovorna je za fagocitozu, prolazak kroz placentu, odreduje
bioloSka svojstva, moze se vezati na makrofage, odgovoran za anafilakticku reakciju. Izmedu
te dvije domene se nalazi fleksibilna zglobna regija, koja se ve¢inom sastoji od prolina, serina
i treonina, medusobno povezuje razli¢ite domene te mijenja konformaciju (vezana Y ili

slobodna forma T) (Varki i sur., 2009).

1.3.1 Vaznost glikozilacije IgG

Sve klase imunoglobulina su glikozilirane, pa tako i IgG ¢ija glikozilacija pripada tipu N-
glikana. Obicno je glikoziliran samo teski lanac konstantne, a ne$to manje i varijabilne regije,
svega 15%. U patoloskim stanjima, npr. multiplu mijelomu, mozemo na¢éi glikozilirane lake

lance.



Glikozilacija utje¢e na konformaciju, pa samim time i na prepoznavanje Fc supstrata i
fiksiranje komplementa. Sudjeluje izravno u imunom odgovoru, utje¢e na topljivost IgG, te
na njegovo izlu¢ivanje iz plazma stanica.

Neke su bolesti praéene promjenama glikozilacije IgG Sto je inace zvano ,,sugar printing®.
Smanjena galaktozilacija 1gG-a je povezana s Chronovom bolesti, juvenilnim kroni¢nim te
reumatidnim artritisom (Gornik i Lauc., 2008; Parekh i sur., 1988). Inace galaktozilacija IgG
se mijenja ovisno o dobi, raste do 25. godine zivota, a potom opada. U normalnoj trudno¢i su
isto primije¢ene poviSene razine galaktozilacije. Manjak fukoze u okosnici N-glikana

pospjesuje vezanje domene Fc na limfocite, §to omogucuje bolju u€inkovitost antitijela.

1.4. Dijabetes

Secerna bolest nastaje zbog smanjenog lu¢enja inzulina, hormona gusterace koji izravno
djeluje na smanjenje koncentracije glukoze u krvi. Regulacija koncentracije glukoze u krvi je
slozeni enzimski proces u kojem sudjeluje jo$ i glukagon i hormon rasta (http://www.msd-
prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik).

Postoje dva tipa dijabetesa melitusa, I tip 1 II tip. Tip I nastaje zbog razaranja 3 stanica
Langerhasovih otoc¢i¢a koje proizvode inzulin, najces¢e autoimuno, $to dovodi do potpunog
nedostatka tog hormona. Tip II nastaje izlu¢ivanjem viSih koncentracija inzulina, da bi se
kasnijim tijekom bolesti doSlo do smanjenja inzulina, §to u potpunosti mijenja terapiju.
Razlika izmedu ovih tipova ima, no ono §to je bitno za naglasiti da njihova nekadasnja imena
juvenilni tip, o inzulinu ovisan za tip I, te adultni tip, o inzulinu neovisan za tip II nisu vise
adekvatni iako ih se i dalje moze prona¢i u stru¢noj literaturi. Terapije se S vremenom
izjednace dok tip I se zna javiti 1 u odrasloj populaciji, isto kao Sto se tip II dijabetesa melitusa

sve ¢esce pojavljuje medu djecom (http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik).

TABLICA 1. Razlike dijabetesa tipa I i tipa Il

OBILJEZJE

Dob pri nastupu
Prateca pretilost
Sklonost ketoacidozi

Endogeni inzulin u plazmi

Sukladnost u blizanaca

TIP |

Veéinom <30 god.
Ne

Da

Krajnje nizak ili nepostojeci

<50%

TIP I

Veéinom >30 god.
Cesto

Ne

Ovisno o stupnju moze biti
nizak, uredan ili povisen

>90%



Veza sa specifiécnim HLA-D antigenima Da Ne

Protutijela na Langerhansove otocice Da Ne
Hiperglikemija se popravlja na peroralne Ne Da, na pocetku dijagnoze
hipoglikemike

Hiperglikemija dovodi do polifagije, polidipsije i poliurije koji se smatraju ranim
simptomima, dok daljnjom progresijom bolesti dolazi do brojnih komplikacija §to dovodi do
krvno-zilnih bolesti, periferne neuropatije i ve¢om sklonosti prema infekcijama. Zato je osim
rane dijagnoze bitno konstantno pracenje terapije kako bi se izbjegle akutne i kronicne
komplikacije.

U 2017. na svjetskoj razini oko 425 milijuna ljudi boluje od dijabetesa, a procjene World
Health Organizationa i International Diabetes Federationa je da ¢e se taj broj popeti na 629
milijuna do 2045. 352 milijuna ljudi je u rizicnoj skupini da oboli od tipa II dijabetesa
melitusa (https://www.idf.org/).

U Hrvatskoj je ta brojka 2016. bila oko 284 000. Procjene su da svaki drugi oboljeli je

nedijagnosticiran, tako da u stvarnosti su ove brojke duplo vece.

1.4.1. Dijabetes tip |

Smatra se da autoimunosnim odgovorom antitijela na f stanice Langerhasovih otocic¢a

dovodi do njihovog razaranja te posljedi¢no do prestanka izlu¢ivanja inzulina. Ovaj proces
moze trajati godinama prije nego li se koncentracije inzulina mjerljivo smanje.
Manje od 10% otpada na tip | od sveukupnih broja oboljelih od dijabetesa. Skandinavci i
Sardi imaju vec¢u prevalenciju dijabetesa tipa I $to ne ¢udi s obzirom na to da u njihovim
populacijama su  ¢e$¢i  geni  sklonosti  dijabetesu tipa I  (http://www.msd-
prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik).

Etiologija nije sasvim poznata i dosta je komplicirana, no za sada postoje neke naznake
da antitijela na autoantigene se pojavljuju kao odgovor na ozljedu B stanica, a ne njihov
uzrok, no prisustvo antitijela je mogucée detektirati u oko 90% oboljelih tako da je vazan
dijagnosticki kriterij (Wu i sur., 2013).

Povecani rizik od razvoja bolesti se povezuje s prehranom dojencadi. Davanjem mlije¢nih
proizvoda, visokim razinama nitrata u vodi i s niskim unosom vitamina D (Luopajérvi i sur.,
2008). Prerano (<4. mjeseca) i prekasno (>7. mjeseca) davanje glutena i zitarica dojencadi

povecava stvaranje autoantitijela na stanice oto¢i¢a gusterace.



1.5. Analiza strukture glikana

Struktura glikana je sloZena, pa je samim time i njegova analiza slozena. Treba uzeti u
obzir da osim razli¢itih ugljikohidrata koji mogu biti vezan u glikanu, moramo uzeti u obzir
konformaciju i poziciju veze, te analizirati neugljikohidratni dio glikana, u ovom slucaju
proteina.

Moramo koristiti viSe metoda zbog slozenosti strukture, sam uzorak moramo obraditi 1
predpripremiti za analizu s enzimima kako bismo dobili cijelu strukturu glikana. Za sam
pocetak analize moramo prvo izvrsiti probir glikana, prona¢i medu njima promjene te
napraviti analizu. Za potrebe ovog rada smo koristili metode tekuc¢inske kromatografije visoke

djelotvornosti i spektrofotometriju masa.

1.5.1.HILIC-UPLC

Tekuéinska kromatografije visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim interakcijama
razdjeljuje polarni analit izmedu stacionarne i mobilne faze. U kolonama se nalazi stacionarna
faza na kojoj su vezane polarnije skupine (poput amino, hidroksi ili amidne skupine), koje
dobro zadrzavaju polarne analite. Mobilna faza je neSto slabije polarna u odnosu na
stacionarnu fazu, ¢ini ju organsko otapalo u kombinaciji s vodom. Obi¢no je organska otopina
acetonitril, a zbog potrebe regulacije ionske jakosti i pH mobilne faze u nju se jo§ dodaje
amonij acetat ili amonij formijat. Pove¢anjem polarnosti mobilne faze eluiramo na$ analit, tj.
postupnim dodatkom vode ispiremo glikane s kolone. Detekcija samih glikana moze biti na
elektrokemijskom detektoru ili masenom spektrofotometru koji moze ili ne mora imati
fluorescentno obiljezene glikane (Zauner i sur., 2011).

U ovom radu koristili smo detekciju s masenom spektroskopijom obiljezeno s
fluoroforom 2-aminobenzamidom.

HILIC UPLC je bolja za interpretaciju glikanske strukture pred ostalim kromatografijama
jer u kracem vremenu postize ravnotezu izmedu stacionarne i mobilne faze, pa je samim time
analiza brZa. Retencijsko vrijeme ovisi o hidrofilnosti analita §to nam govori o njenoj velicini,
naboju, sastavu, vezama i razgranatosti oligosaharida, no za interpretaciju rezultata su

jednostavni i pouzdani.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Glikozilacija je iznimno sloZzen proces koji je zasluzan za pravilno funkcioniranje
makromolekula (Burton i Dwek, 2006). Njihova potpuna funkcija i etiologija u organizmu jo$
nije u potpunosti razjasnjena, no ono $to znamo je da je glikom promjenljiv u razli¢itoj dobi i
razli¢itim stanjima organizma (Kristi¢ i sur., 2014; Vanhooren i sur., 2007).

Uzrok nastanka dijabetesa tipa I jo§ u potpunosti nije razjasnjen (Wu i sur., 2013), a
pogada sve viSe ljudi. Ono Sto znamo je da Sto je ranija dijagnoza bolesti, prije pojave
simptoma, prognoza bolesti je bolja. Za imunoglobulin G znamo da se njegova glikozilacija
mijenja s dobi u zdravoj populaciji, no ne znamo postoji li razlika izmedu spolova, postoji li
ikakva povezanost s dijabetesom tipa I, a informacije o ovoj promjeni u djecjoj dobi su
takoder vrlo Sture.

Cilj ovog rada je odrediti postoji li razlika izmedu glikozilacije imunoglobulina G kod
pacijenata oboljelih od dijabetesa tipa | ovisno o spolu djece i adolescenata, te ovisi li ta
razlika o njihovoj dobi (pretpubertetska i pubertetska populacija). Prema Rudan 2004 smo
uzeli za Zenski spol da je pubertetska dob iznad 10,5 godina zivota, dok kod muskog spola ta
nam je granica 12,5. Usporedit ¢emo 24 glikana IgG pomoc¢u HILIC —UPLC-a kako bismo
dobili pouzdane, brze i jednostavne rezultate.



3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Bioloski uzorci

U ovom istrazivanju koristili smo uzorke 249 pacijenta s dijagnozom bolesti dijabetes
melitus tipa |. Uzorak plazme je oduzet unutar 3 mjeseca od postavljanja dijagnoze, a
dobiveni su iz registra dje¢jeg dijabetesa u Danskoj (,,The Danish Society for Childhood
Diabetes registry*). Dob pacijenata bila je od 25 dana Zivota do 17 godina. Zenskog spola je
110 pacijenta, a muskog 139.

3.1.2. Enzimi

TABLICA 2. Enzimi koriSteni u istraZivanju
KEMIKALIJA PROIZVOPAC
PNGaza F (peptid N- glikozidaza) Prozyme

3.1.3. Anorganska otapala

TABLICA 3. Anorganska otapala koriStena u istraZivanju

KEMIKALIJA PROIZVODAC
Amonijak Emsure
Amonijev bikarbonat Sigma
Dinatrijev hidrogenfosfat Na2HPO4 Acros Organics
Kalijev dihidrogenfosfat KH2PO4 Sigma-Aldrich
Kalijev klorid KCI Calbiochem
Natrijev klorid NaCl Carlo Erba

3.1.4. Organska otapala

TABLICA 4. Organska otapala koriStena u istraZivanju

KEMIKALIJA PROIZVODAC

2-aminobenzamid 2AB Sigma-Aldrich



2-pikolin boran PB

Dimetil sulfoksid DMSO
Etanol

Formijatna kiselina 98-100%
Hladni acetonitril ACN 96%
Igepal CA-360

Ledena octena kiselina 100%
Natrijev dodecil sulfat SDS

TRIS (hidroksimetil aminometan)

3.1.5.0topine i puferi

Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma-Aldrich
Emsure

Fluka

Sigma

Emsure

Sigma

Sigma-Aldrich

TABLICA 5. Otopine i puferi korisSteni u istraZivanju

KEMIKALIJA

1xPBS, phospate buffer saline

5xPBS, phospate buffer saline

10xPBS, phospate buffer saline

20% EtOH u 20mM TRIS + 0,1M NaCl; pH
7,4; neutralizacijski pufer

30% octena kiselina u DMSO

Alkalni standard za pH metar; pH Buffer
Solution 9,21 + 0,02

Amonijev bikarbonat, 1M, neutralizacijski
pufer

Igepal 4%

Kiseli standard za pH metar; pH Buffer
Solution 4,01 + 0,02

PROIZVODAC/NACIN IZRADE

Za 1L pufera: u 100ml 10xPBS dodati vodu do 0,9 L, podestiti pH
s NaOH pa dodati ostatak vode do 1L

Za 100ml: 50ml 10xPBS-a preliti u menzuru od 100ml i do 100mi
nadopuniti s ultra ¢istom vodom

Za 100ml: u 80ml ultra Ciste vode dodati 8,0028g NaCl, 1,3832¢g
Na2HPO4, 0,2964 KH2PO4, 0,1976g KCI. Promjesati, provjeriti
pH i titrirati sa stadardnom otopinom da pH bude 6,6-6,8. Preto¢iti
u menzuru od 100ml i nadopuniti s ultra ¢istom vodom.

Za 500ml: u 100ml etanola dodati 1,21g TRIS, 2,922g NaCl, doliti
ultra Ciste vode do 350ml te podesiti pH na 7,2 pomoc¢u HCI. Doliti
ostatak vode do 500 ml i filtrirati.

Za 3ml: 0,9ml octene kiseline promjesati s 2,1ml DMSO

Mettler Toledo GmbH

Za 100ml pufera: 7,906g amonij bikarbonata otopiti u 100ml

ultraciste vode

Za 100ml: u 80ml ultra ¢iste vode dodati 4ml Igepala, otopiti na
mjesacu pri 65°C, nadopuniti do 100ml s ultra ¢istom vodom

Mettler Toledo GmbH



Otopina za obiljezavanje N-glikana

Pufer amonijevog formijata, 2M, pH 4,4

Pufer formijatne kiseline, 0,1M, pH 2,5

SDS 1,33%

3.1.6. Laboratorijska oprema

Za 1 uzorak: u 25uL 30% otopine octene kiseline u DMSO dodati
0,4mg 2-aminobenzamida i 1,12mg 2-pikolin borana

Za 500ml: uliti 300ml ultra ¢iste vode u posudu od 500ml dodati
37,75ml formijatne kiseline, ohladiti, mijeSati na magnetnom
mjesacu te polako dodavati oko 75ml NH4OH do pH 4,2, nakon
postizanja sobne temperature dadati NH4OH do pH 4,4

Za 500ml: u posudu od 500ml dodati 1,885ml formijatne kiseline te
nadopuniti do 500ml s ultra ¢istom vodom

U 100ml vode otopiti 1,33g SDS

TABLICA 6. Laboratorijska oprema Koristena u istraZivanju

OPREMA
ABb54-S analiticka vaga
ABgene PCR plocica

AcroPrep 96 GHP 0,2um filter plo¢ica od
Iml

Highland analiticka vaga

Magnetic Stirrer MSH 300 magnetski
mjesac

Mikropipete (obi¢ne i multikanalne uz
nastavke)

NanoDrop 8000 Spektrofotometar
pH metar Seven Compact

Plocice za sakupljanje uzoraka,
polipropilen, volumena 1ml, za 96 uzoraka

Shaker tresalica
Vacuum manifold vakumska pumpa

Waters Acquity UPLC instrument

PROIZVOPAC
Mettler Toledo
ThermoFisher

Pall

ADAM

Biosan

Ranin

Thermo Scientific
Mettler Toledo

Waters

GFL
Pall Corporation

Waters, Milford
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3.2. Protokol pripreme uzoraka
3.2.1. Randomizacija

Uzorke smo dobili mijeSanjem svih spremnika sa zamrznutim uzorcima kako bismo
sprijecili pojavljivanje predanaliticki 1 analitickih greSaka, te smo dodali na svaku

mikrotitarsku ploc¢icu po pet standarda koji su obradeni na isti nacin kao i uzorci.

3.2.2. Izolacija plazmatskog IgG s Protein G plo¢icom

Protein G plocica na sebi ima imobiliziran protein G koji ima izrazito veliku specifi¢nost
vezanja imunoglobulina G. IgG ostaje ocuvan nakon analize te ga mozemo koristiti u vise
analiza, a sama plocCica se moze koristiti viSe desetaka puta ako se poStuju uvjeti ispiranja,
pohrane i pripreme plocice.

Prekondicioniranje Protein G plodice

Prilikom ispiranja vakuumom tlak ne smije biti ve¢i od 17 inHg, koristiti nastavke za
pipetu od 1 mL za ovaj korak. Baciti pufer u kojem se nalazila plo€ica, zatim dodati 2 mL
ultra Ciste vode u svaku jazicu te isprati vakuumiranjem. Dodati 2 mL 1xPBS-a pa
vakuumirati. Dodati 1 mL 0,1 M formijatne kiseline u svaku jazicu pa vakuumirati. S 2 mL
10xPBS-a neutralizirati plo¢icu te vakuumirati. Dodati 4 mL 1xPBS u svaku jazicu pa
vakuumirati, no ostaviti oko 1 ml. Ne Zelimo je u potpunosti suhu.

Priprema uzoraka

Vorteksirati i centrifugirati uzorke plazme 3 minute na 13400 rpm ili 10 minuta na 3000
rpm. S nastavcima za pipete s filterima od 250 puL dodati standard plazme na unaprijed
randomizirana mjesta u mikrotitarsku plo¢icu od 2 ml. Volumen standarda i plazme je 70 pL.
Nastavcima od 1 ml dodati 490 pL 1xPBS u svaki uzorak. Zatim prenijeti razrijedeni uzorak s
nastavcima od 1 ml s filterima na 1 ml Acro Prep GHP 0,45 um filter plocicu te ju skupiti u 2
ml mikrotitarsku plocicu koriste¢i vakuum do 10 inHg.

Vezanje i ¢iséenje IeG

Filtriranu plazmu (uzeti da je volumen cca 700 pL) prenijeti na plo¢icu Protein G
koriste¢i nastavke od 1 mL s filterima i to dva puta, te zatim vakuumirati. Tlak ne smije
prije¢i 17 inHg te za iduce korake koristiti nastavke za pipete od 1 mL.Tri puta isprati svaku
jazicu s 2 mL 1xPBS te vakuumom odstraniti tekucinu.

Elucija I9G

U ovom koraku tlak vakuuma ne smije prije¢i 10 inHg. Protein G ploc€icu staviti iznad
mikrotitarske plo¢ice od 2 mL. Eluirati IgG s 0,1 M formijatnom kiselinom vakuumirati na

plocicu od 2 ml. Dodati 170uL. 1M amonijevog bikarbonata s nastavcima od 300 puL kako bi
11



se neutralizirala otopina i resuspendirati s pipetom. Pokriti s aluminijskom folijom plocicu s
eluatom IgG te ju staviti na tresilicu dok ne budemo spremni za mjerenje 1gG koncentracije.

Regeneracija 1 pohrana plocice Protein G

Koristiti nastavke za pipete od ImL te paziti da tlak ne prijede 17 inHg. Dodati 2 mL 0,1
M formijatne kiselne pa vakuumirati. Dodati 2 mL 10xPBS u svaku jazicu pa vakuumirati.
Dodati 4 mL 1xPBS p vakuumirati. Dodati 1 mL 20% etanola u 20mM TRIS-u i 0,1M NacCl,
vakuumirati. Vratiti kapice na Protein G plocicu te dodati 1 mL 20% etanola u 20mM TRIS-u
10,1M NacCl i pohraniti na 4°C.

Mjerenje koncentracija IgG i pohrana

Za UPLC analizu uzeti ¢emo alikvot od 300 puL IgG eluata u plocicu od 1 mL, osusSiti u
Speed Vac i zamrznuti na -20°C do analize. Za MS analizu plo¢icu od 2mL s IgG eluatom
zamrznuti na -20°C do analize. Provjera procedure je mjerenje koncentracije IgG na
NanoDrop 800 spektrofotometru. Ultra ¢istu vodu koristiti kao slijepu probu, nakon toga

mjeriti uzorke u mikrolitarskim koli¢inama.

3.2.3. Izolacija N-glikana s plazmatskih glikoproteina

Denaturacija

Nakon $to su postigli sobnu temperaturu dodati 1,33% SDS, 4% Igepal i 5xPBS u uzorak
sljede¢im redom. U svaku jazicu staviti 30 pL 1,33% SDS-a, te promijesati SDS s uzorkom
pipetiranjem. Plocica se zatvori adhezivnom folijom 1 inkubira 10 minuta na 65°C. Nakon
inkubacije ostaviti plo¢icu 30 minuta na sobnoj temperaturi da se ohladi. Nastavcima od 250
uL dodati u svaku jazicu po 10 pL 4% Igepala te promijesati otopinu pipetiranjem $to aktivira
SDS kojeg smo ve¢ dodali. Na tresilicu staviti plo¢icu s uzorcima na 15 minuta.

Deglikozilacija

Falkonicu s enzimom PNGazom F promijesati na tresalici te za svaki uzorak pomijeSati
0,12 pL enzima i 10 puL 5xPBS. Pritom §to manje drzati u rukama falkonicu s enzimom jer se
toplinom deaktivira. S nastavcima od 250 pL dodati po 10 pL enzimske mijeSavne, koja je
svjeze pripremljena, svakoj jazici i suspendirati pipetiranjem. Plocicu zatvoriti s adhezivnom

folijom te inkubirati na 37°C tijekom 18 sati.

3.2.4. Obiljezavanje i procis¢avanje N- glikana

Priprema otopine za obiljezavanje

Prije vaganja 2 pikolin boran ostaviti na sobnoj temperaturi zbog lakSeg vaganja. Za

jedan uzorak dodati 25 pL 30% octene kiseline u DMSO-u u 0,48 mg 2 aminobenzamida.
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Vorteksirati do potpunog otapanja te onda dodati jo§ 1,12 mg 2 pikolin borana. Opet
vorteksirati do potpunog otapanja.

Obiljezavanje uzorka

Koriste¢i 250 pL nastavke za pipetiranje dodati 25 pL otopine za obiljezavanje u svaki
uzorak te promijeSati pipetiranjem. S adhezivnom folijom prekriti plocicu te staviti ju na
tresilicu na 10 minuta. Zatim ju staviti na inkubaciju na 65°C kroz dva sata. Nakon inkubacije
ostaviti plo¢icu na pola sata da se ohladi na sobnoj temperaturi da bi uzorak bio spreman na
nanoSenje na 1 ml filter AcroPrep GHP 0.2 um

Prekondicioniranje GHP plodice

Za ovaj korak koristiti nastavke od 300 pL. Pipetirati 200 pL svjeze pripremljenog 70%
etanola u svaku jazicu te vakuumirati. Zatim pipetirati 200 pL ultra ¢iste vode u svaku jazicu
te vakuumirati. U svaku jazicu dodati 200 pL hladnog 96% ACN-a te opet vakuumirati.

Nanosenje obiljezenih N-glikana na GHP plodicu i procis¢avanje

Za ovaj korak koristiti nastavke od 1 mL. Dodati 700 pL hladnog 100% ACN-a u svaki

uzorak, promijeSati pipetiranjem te prenijeti cijeli volumen uzorka od oko 800 uL na GHP
plocicu. Inkubirati 2 minute, pa isprati vakuumiranjem te paziti da tlak ne prijede 2 inHg.
Pipetirati 200 pL hladnog i svjeZzeg 96% ACN-a u svaku jazicu te vakuumirati, te ovaj korak s
96% ACN-om ponoviti jo§ tri puta. Nakon zavrSnog ispiranja GHP ploc€icu staviti na stalak
plo€icu od 1 ili 2 mL. Nanijeti 200 pL 96% ACN-a u svaku jazicu te centrifugirati 5 minuta
na 1000 rpm.

Eluiranje oznadenih N-glikana

GHP plocicu staviti na vrh ¢iste 1 ozna¢ene ABgen PCR plocice. S nastavcima od 300 pL
dodati 90 pL ultra ¢iste vode na svaki uzorak 1 staviti na tresilicu 15 minuta. Centrifugirati
GHP plocicu s ABgen plo¢icom 5 minuta na 1000 rpm kako bi se skupila prva frakcija eluata.
Ponovno s nastavcima od 300 pL dodati 90 pL ultra ¢iste vode na svaki uzorak te plocice
staviti na tresilicu 15 minuta. Centrifugirati 5 minuta na 1000 rpm za drugu frakciju eluata.
Ukupan volumen eluata trebao bi biti oko 180 pL. Nakon provjere zatvoriti PCR plocicu s

PCR poklopcem te pohraniti u zamrzivac.

3.3. Analiza uzoraka
3.3.1. Analiza izoliranih N-glikana HILIC-UPLC metodom

Nakon razdvajanja analiziramo N-glikane HILIC-UPLC metodom na Waters Acquity
UPLC instrumentu. Stacionarna faza, odnosno kolona, bila je veli¢ine 2,1x150 mm i veli¢ine

Cestica 1,7um. Mobilna faza se sastoji od otapala A, 100mM amonijev formijat pH 4,4 1
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otapalo B ACN u omjerima koji se nalaze u tablici 7. Valna duljina ekscitacije fluorescentnog
detektora je na 250nm, a detekcija 42nm. Temperatura kolone je 25°C, a uzorka 10°C.

Nakon zavrSetka analize provedena je obrada podataka u Empower softwareu. Dobivene
povrsine pikova se ru¢no 1 automatski integriraju, te statisticki obraduju u MedCal v. 18.9.
Sve skupine su usporedene s Mann- Whitney testom, a s obzirom na to da imamo 24

glikanske skupine, Bonferroni korigirana p vrijednost nam je 0,002.

TABLICA 7. Udio otapala A i B tijekom analize

VRIJEME /min PROTOK /ml/min %A %B
0 0,561 30,0 70,0
1,47 0,561 30,0 70,0
24,81 0,561 47,0 53,0
25,50 0,250 70,0 30,0
27,00 0,250 70,0 30,0
28,00 0,250 30,0 70,0
31,50 0,561 30,0 70,0
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4. REZULTATI
4.1. Primjer kromatograma plazmatskih N-glikana

HILIC-UPLC metodom glikani s manjim brojem ugljikohidratnih jedinica s obzirom na
to da su manje hidrofilni prije izlaze s kolone. Prije izlaze glikani s manjim brojem
podjedinica jer su manji, a razgranati glikani se dulje zadrZavaju u koloni.

Na slici 2 mozemo vidjeti primjer kromatograma plazmatskih N-glikana koji je dobiven
ovom metodom. Podijeljen je u 24 skupine koje sadrzavaju odredene glikanske strukture.
Povrsina ispod svakog pika predstavlja udio glikana u uzorku. Na apscisi je retencijsko
vrijeme uzorka, a na ordinati intenzitet fluorescencije koja je izmjerena u odredenom

trenutku.
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Slika 3. Primjer kromatograma N- glikana dobiven HILIC-UPLC analizom

4.2. Opceniti statisticki prikaz dobivenih N-glikana

U tablici 8 mozemo vidjeti opcCeniti statisticki profil svih 24 skupina N-glikana koje smo

izolirali u ovom istrazivanju.

TABLICA 8. Opce statisticke karakteristike izoliranih skupina N-glikana

Minuimum Maximum Median
GP1 0,03694 0,2551 0,07836
GP2 0,04636 1,7488 0,2559
GP3 0,04576 0,2037 0,09461
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GP4

GP5

GP6

GP7

GP8

GP9

GP10

GP11

GP12

GP13

GP14

GP15

GP16

GP17

GP18

GP19

GP20

GP21

GP22

GP23

GP24

11,3240
0,06448
1,8992
0,03939
16,2332
5,5495
1,9981
0,2323
0,04580
0,08905
8,5310
0,6827
1,4476
0,4578
5,9059
0,7396
0,1004
0,3503
0,03201
1,0192

0,7129

4.3. Usporedba prema spolu

39,5860
0,2815
11,2158
0,7773
24,8780
11,5487
6,6957
0,8617
2,2213
0,3513
26,6329
2,6148
3,4224
1,3693
19,4634
3,5018
0,3664
1,9571
0,2813
4,1563

2,6437

21,3139
0,1105
3,8053
0,1818
21,3430
8,5112
3,7825
0,4100
0,3358
0,1523
17,1377
1,2885
2,5020
0,6778
11,0570
1,4654
0,2001
0,5003
0,08747
2,1741

1,4231

Upotrebom Mann-Whitneyevog testa napravili smo razdiobu glikana prema spolu tj.

medusobno usporedili svih 24 glikanskih skupina dobili statisticki znacajne razlike za skupine

N-glikana GP10, GP11, GP15, GP23. Statisticka znacajnost postavljenja je na p vrijednost

0,002. Rezultati testa su prikazani u tablici 9.
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TABLICA 9. Usporedba razlike rezultata N-glikana prema spolu

Skupina M F minimum M F maksimum M medijan F medijan
minimum maksimum

GP1 0,04551 0,03694 0,2551 0,1641 0,07941 0,07674
GP2 0,04636 0,05182 1,1968 1,7488 0,2791 0,2211
GP3 0,05730 0,04576 0,2037 0,1970 0,09799 0,09010
GP4 12,0318 11,3240 39,5860 37,3735 21,3139 21,2763
GP5 0,06448 0,07286 0,2815 0,1895 0,1136 0,1030
GP6 1,8992 1,9685 11,2158 9,2396 3,7196 3,8915
GP7 0,03939 0,05537 0,6426 0,7773 0,1929 0,1680
GP8 16,6238 16,2332 24,8780 24,5580 21,7329 20,9333
GP9 5,5495 5,6555 11,5487 11,3010 8,5870 8,3653
GP10 1,9981 2,1719 6,3564 6,6957 3,4990 4,0840
GP11 0,2323 0,2503 0,8017 0,7628 0,3778 0,4319
GP12 0,04580 0,04961 1,3721 2,2213 0,3695 0,3109
GP13 0,08905 0,1032 0,2654 0,3513 0,1527 0,1515
GP14 8,7864 8,5310 26,6329 24,9264 16,9057 17,3195
GP15 0,6827 0,8104 2,2772 2,6148 1,2275 1,3789
GP16 1,4476 1,6399 3,4224 3,1763 2,4735 2,5130
GP17 0,4578 0,451 1,2929 1,3693 0,6797 0,6765
GP18 6,1064 5,9059 19,4634 19,1728 10,9882 11,2983
GP19 0,7396 0,8710 3,5018 2,3094 1,4292 1,5205
GP20 0,1004 0,1106 0,3604 0,3173 0,1984 0,2025
GP21 0,3503 0,3768 1,9571 0,8738 0,5068 0,4957
GP22 0,03201 0,03827 0,1942 0,2813 0,08715 0,08784
GP23 1,0192 1,2459 4,1563 3,7409 2,3134 2,0874
GP24 0,7129 0,8512 2,2236 2,6437 1,3937 1,4964

P

vrijednost

0,1681
0,0256
0,0643
0,1714
0,0237
0,3951
0,1681
0,0047
0,8137
0,0001
0,0001
0,5938
0,4430
0,0656
0,0001
0,6476
0,8289
0,5190
0,0353
0,8929
0,2576
0,5155
0,0021

0,0490
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4.4. Usporedba glikozilacije 19G-a kod Zenskog spola u pubertetskoj i pretpubertetskoj dobi

Ukupno smo imali 110 uzoraka Zenskih ispitanika, te smo tu skupinu podijelili na

pubertetsku i pretpubertetsku dob i usporedili je. Prema Rudan 2004 granicu smo postavili na

10,5 godina, svi ispitanici ispod te dobi su nam u pretpubertetskoj skupini, njih 54, a
preostalih 56 su u pubertetskoj skupini. Skupine N-glikana u GP1, GP3, GP4, GP9, GP12,
GP15, GP19, GP20 pokazale su statisticki zna€ajnu razliku. U tablici 10 prikazani su svi

rezultati.

TABLICA 10. Usporedba razlike rezultata N-glikana kod Zena ovisno o dobi

Skupina F <10,5

GP1

GP2

GP3

GP4

GP5

GP6

GP7

GP8

GP9

GP10

GP11

GP12

GP13

GP14

GP15

GP16

GP17

GP18

GP19

minimum
0,04369
0,05182
0,05800
13,7286
0,07843
2,4648
0,05537
16,2332
5,6555
2,5599
0,2567
0,04961
0,1032
9,1697
0,8104
1,8126
0,4581
6,7264

0,8710

F >10,5
minimum

0,03694
0,07704
0,04576
11,3240
0,07286
1,9685
0,08678
16,2468
6,6588
2,1719
0,2503
0,1268
0,1153
8,5310
0,9035
1,6399
0,4941
5,9059

1,1120

F<10,5
maksimum

0,1641
0,8546
0,1970
37,3735
0,1895
9,2396
0,7773
24,5580
10,8203
5,7663
0,6318
1,7220
0,2292
23,7113
2,0375
3,1294
1,3693
19,1728

2,3094

F>10,5
maksimum

0,1598
1,7488
0,1674
35,5955
0,1688
7,4186
0,6294
24,4587
11,3010
6,6957
0,7628
2,2213
0,3513
24,9264
2,6148
3,1763
1,1933
15,8176

2,2765

F<10,5
medijan

0,09136
0,2136
0,1044
23,3695
0,1155
4,0506
0,1425
21,0389
7,7706
3,8258
0,4224
0,2485
0,1485
16,7121
1,2190
2,4405
0,6578
11,0357

1,3479

F>10,5
medijan

0,06604
0,2226
0,08073
18,8224
0,09794
3,7298
0,2064
20,8854
8,9890
4,2643
0,4459
0,4395
0,1574
1,4728
1,5287
2,5721
0,6928
11,3840

1,6388

P
vrijednost

0,0001
0,4694
0,0001
0,0002
0,0022
0,0918
0,0028
0,3666
0,0002
0,0022
0,0224
0,0011
0,0403
0,0091
0,0001
0,1026
0,2585
0,8342

0,0001
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GP20 0,1106 0,1563 0,2599 0,3173 0,1834 0,2184 0,0001

GP21 0,3768 0,3794 0,8110 0,8738 0,4802 0,5070 0,1014
GP22 0,03827 0,04766 0,2813 0,1435 0,08555 0,09071 0,6887
GP23 1,2459 1,3702 3,7409 3,4272 2,1863 2,0356 0,1636
GP24 0,8512 1,0414 2,3834 2,6437 1,3992 1,5631 0,0188

4.5. Usporedba kod muskog spola u pubertetskoj i pretpubertetskoj dobi

Prema Rudan 2004 smo se ravnali opet kako bismo odredili granicu razlike za muski spol
u pretpubertetskoj dobi $to nam je ispod 12,5 godina zivota, te imamo 89 takvih ispitanika, a
preostalih 50 su stariji od 12,5 godina zivota. Ukupan broj uzoraka je 139. Koristili smo za
usporedbu Mann Whitney test s p vrijednosti 0,002 te smo dobili statisticku znacajnu razliku
za sljedece skupine N-glikana: GP7, GP9, GP12, GP13, GP15, GP19. Svi podatci su u tablici
11.

TABLICA 11. Usporedba razlike rezultata N-glikana kod muskaraca ovisno o dobi

Skupina M <12,5 M >12,5 M<125 M>125 M <12,5 M >12,5 P
minimum  minimum maksimum maksimum  medijan medijan vrijednost

GP1 0,05059 0,04551 0,2551 0,1281 0,08426 0,07237 0,0034
GP2 0,04636 0,06075 1,1968 1,1746 0,2318 0,3511 0,0024
GP3 0,05730 0,05742 0,1653 0,2037 0,09662 0,1027 0,4168
GP4 14,9931 12,0318 39,5860 31,8174 22,3244 20,5575 0,0355
GP5 0,06448 0,07333 0,2815 0,2468 0,1136 0,1139 0,4451
GP6 2,2519 1,8992 11,2158  8,5683 3,8446 3,6488 0,6418
GP7 0,03939 0,07293 0,6426 0,6347 0,1584 0,2365 0,0001
GP8 16,6238 17,9676 24,8780 24,2682 21,7329 21,7602 0,4880
GP9 5,5495 7,0493 11,5487 11,1651 8,2428 8,9875 0,0001
GP10 1,9981 2,5098 6,3564 5,8771 3,3636 3,7872 0,0152
GP11 0,2323 0,2607 0,8617 0,6816 0,3614 0,4024 0,0391
GP12 0,04580 0,1430 1,3721 1,0460 0,3055 0,4540 0,0020
GP13 0,08905 0,1277 0,2507 0,2654 0,1378 0,1673 0,0001
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GP14

GP15

GP16

GP17

GP18

GP19

GP20

GP21

GP22

GP23

GP24

8,7864
0,6827
1,6580
0,4578
6,1064
0,7396
0,1004
0,3503
0,03201
1,0192

0,7746

10,8505
1,0254
1,4476
0,5242
6,3052
0,9908
0,1327
0,3827
0,03936
1,0635

0,7129

23,5295
2,2772
3,4224
1,2929
17,8651
2,3305
0,3604
1,9571
0,1942
3,8881

2,1138

26,6329
2,1143
3,1922
1,0845
19,4634
3,5018
0,3135
0,6889
0,1622
4,1563

2,2236

17,1354
1,1540
2,4523
0,6743
11,2545
1,3204
0,1963
0,4943
0,08537
2,3789

1,3338

16,8892
1,3255
2,5884
0,6927
10,7322
1,5611
0,2028
0,5329
0,09171
2,2111

1,5174

0,9057
0,0001
0,0748
0,2612
0,0741
0,0001
0,0928
0,0065
0,1063
0,7855

0,0038
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5. RASPRAVA

U plazmi mlade djece, od 6 do 18 godina Zivota, Puci¢ i sur., 2012 su pokazali prisutnost
vece koli¢ine slozenijih glikanskih struktura (tetra- i trisijaliziranih N-glikana) te da se s
godinama srzna fukozacija N-glikana plazme smanjuje kao i razina agalaktozilacije, dok se
povecava digalaktolizacija i disijalizacija. U male djece nisu pronasli razlike N- glikozilacije s
obzirom na spol, ve¢ tek u pubertetskoj dobi.

Ding i sur., 2011 su utvrdili statisticku zna¢ajnu razliku u N-glikozilaciju ovisno o spolu.
Vise srzno a-1,6-fukoziliranih glikana je nadeno u zena, dok su u muskaraca to o-1,3-
fukozilirani N-glikani, no bitno je napomenuti da se u navedenom istrazivanju radi o dobnoj
skupini od 31 godine na vise.

Kaneko i sur.,, 2006 su utvrdili povezanost autoimunih bolesti s drugacijom
sijalinizacijom Fc domene IgG §to dovodi do promjene njene funkcije u organizmu. Takoder
je utvrdena povezanost izmedu gena koji su odgovorni za N-glikozilaciju imunoglobulina G i
dijabetesa tipa | (Lauc i sur., 2013)

Ovim istrazivanjem je utvrdena statisticki znacajna razlika u profilu N- glikana
imunoglobulina G u djece pretpubertetske 1 pubertetske dobi, Sto je u korelaciji s malobrojnim
istrazivanjima na tu temu. Takoder je pronadena razlika N-glikana IgG u muske i Zenske
djece i adolescenata $to se slaze s ranijim istraZivanjima.

Nova istrazivanja terapija autoimunih bolesti izazvanih poremecajem N-glikozilacije
imunoglobulina G su dosta obecavajuca, te postoji veliki potencijal za nova otkri¢a u terapiji i
samoj etiologiji autoimunih bolesti pa tako i dijabetesa tipa | (Albert i sur., 2008; Collin i sur.,
2008; Burton i Dwek, 2006; Kaneko i sur., 2006).
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6. ZAKLIJUCAK

Cilj ovog rada je bio utvrditi postoji li razlika u glikozilaciji imunoglobulina G kod djece

i adolescenata oboljelih od dijabetesa tipa I, te utvrditi postoji li razlika N- glikana 1gG ovisno

o dobi i spolu istih ispitanika.

Postoje razlike izmedu N-glikozilacije imunoglobulina G ovisno o pretpubertetskoj i
pubertetskoj dobi. Kod zenskog spola je ona statisticki znacajna u 8 glikana, kod
muskog spola u 6 glikana.

Kod razlike N-glikozilacije ovisno o dobi, u oba spola razlika je statisticki znacajna u
ista Cetiri glikana.

Postoje razlike u N-glikozilaciji ovisno o spolu u ispitanika s bolesti dijabetesom tipa |
u Cetiri glikana IgG.

Jedna skupina N-glikana GP15 je razlicita ovisno o dobi i spolu u dijabetesu tipa I, te
je svakako zanimljivija za buduca istraZivanja.

S obzirom na to da su N-glikani promjenjivi u fizioloSkom i patofizioloskom stanju, za
bolje razumijevanje bolesti bit ¢e potrebno jos buducih istrazivanja koja ¢e rasvijetliti
postoji li izmedu ovih razlika neSto §to do sada nismo znali o etiologiji i razvoju

dijabetesa tipa I, te pomo¢i u ranijoj dijagnozi i u¢inkovitijoj terapiji.
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8. SAZETAK/SUMMARY
8.1. Sazetak

Glikozilacija je sloZzen enzimski proces posttranslacijskin modifikacija makromolekula
koji nije u potpunosti poznat, no znamo da je pravilna glikozilacija klju¢na za normalnu
funkciju makromolekula. Etiologija dijabetesa tipa I jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena,
no znamo da dolazi do pojave autoantitijela na B stanice Langerhansovih otocica, te da se
bolest pojavljuje u mladoj populaciji. Glikozilacija imunoglobulina G je promijenjena u
nekim autoimunim bolestima. Sve vise ljudi obolijeva od dijabetesa, a predvida se veéi broj
novooboljelih zbog suvremenog nacina zivota.

Ovim radom ispitali smo uzorke plazme 249 pacijenta oboljelih od tipa dijabetesa I, te
pokusali pronaéi razlike izmedu N-glikana imunoglobulina G ovisno o pretpubertetskoj i
pubertetskoj dobi te spolu. Dob pacijenata bila je od 25 dana zivota do 17 godina.

Koriste¢i HILIC-UPLC metodu za dobivanje glikanskog profila te Mann- Whitneyev test
za obradu nezavisnih uzoraka nadena je razlika u N- glikanima ovisno o spolu i dobi
pacijenata. Razlike u glikanima GP10, GP11, GP15 i GP23 su nadene ovisno o spolu svih
dobnih skupina. Zensku skupinu smo podijelili na pretpubertetsku dob do 10,5 godina Zivota i
pubertetsku dob te dobili statisticki znacajnu razliku u glikanima GP1, GP3, GP4, GP9, GP12,
GP15, GP19, GP20. Za musku skupinu pretpubertetska dob je bila do 12,5 godina Zivota te
smo ju usporedili s pubertetskom skupinom i dobili razliku u GP7, GP9, GP12, GP13, GP15i
GP19. Daljnja istrazivanja Ce biti potrebna da se utvrdi uzrok promjena, te mogu li se ta nova

saznanja Kkoristiti za dijagnostiku ili terapiju bolesti.
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8.2. Summary

Glycosylation is a complex enzymatic process of posttranslational modification of
macromolecules that is not fully known, but we know that the correct glycosylation is crucial
for the normal function of macromolecules. The etiology of type | diabetes is still not fully
clear, but we know there are autoantibodies to f cell islets of Langerhans, and that the disease
is found in the younger population. Immunoglobulin G glycosylation has been altered in some
autoimmune diseases. More and more people are suffering from diabetes, and a number of
new patients are expected to rise due to modern lifestyle.

In this analysis we examined the plasma of 249 patients suffering from diabetes type I,
and we tried to find differences between the N-glycan immunoglobulin G depending on pre-
teenager and teenager age and sex. Age of patients was from 25 days to 17 years.

Using the HILIC-UPLC method for obtaining the glycemic profile and the Mann-Whitney
test for independent assays, we found there was a difference in N-glycans depending on the
sex and age of the patient. Differences in glycans GP10, GP11, GP15 and GP23 were found
depending on the sex of all age groups. Women group was divided in preteenager age to 10.5
years of age and teenager age, and there was a statistically significant difference in glycan
GP1, GP3, GP4, GP9, GP12, GP15, GP19, GP20. For the male group, the preteenager age
was 12.5 years and we compared it to the teenager group and got the difference between GP7,
GP9, GP12, GP13, GP15 and GP19. Further research will be needed to determine the cause of

the change, and can that new findings be used to diagnose or treat the disease.
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