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1. UVOD

1.1. GLIKOZILACIA

Proteini mogu biti posttranslacijski modificirani na razne nacine, a jedan od najcescih,
pogotovo u eukariotskim stanicama, je glikozilacija. Glikozilacija je enzimski posredovana
reakcija dodavanja jednog ili vise ugljikohidratnih lanaca, to jest glikana, na lipide ili
proteine, koji se tako modificirani nazivaju glikolipidi i glikoproteini te se uglavhom nalaze
na stani¢noj povrsini ili se izlucuju iz stanice. Medutim, mnogi proteini u jezgri i citosolu
takoder mogu biti glikoproteini; to su, primjerice, neki transkripcijski faktori i protein
lokaliziran u kompleksu jezgrenih pora. Glikani na proteinskoj strukturi mogu sluziti kao
mjesta prepoznavanja u medustani¢nim interakcijama te sudjelovati i u nekim bitnim
procesima poput smatanja proteina u stabilnu strukturu u endoplazmatskom retikulumu i
usmjeravanja proteina u odgovarajuce stani¢ne odjeljke (Cooper i Hausman, 2010).
Glikoproteini su podijeljeni ovisno o mjestu vezanja ugljikohidratnih lanaca na N-vezane i O-
vezane glikoproteine, a njihove strukture su vrlo razli¢ite i uglavnom se razli¢iti Secerni ostaci
pojavljuju u razli¢itim tipovima glikoproteina. N—vezani glikani su s proteinom povezani
preko N-acetilglukozamina (GIcNAc) vezanog za amidni dusik asparagina (Asn) dok su O—
vezani glikani s proteinom povezani preko N-acetilgalaktozamina (GalNAc) vezanog za

hidroksilnu skupinu serina (Ser) ili treonina (Thr).
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Slika 1. Prikaz N- i O-vezanih glikana i pripadnih glikozidnih veza s aminokiselinskim

ostacima proteina (Cooper i Hausman, 2010).

O-vezani glikoproteini su uglavnom kratki te Cesto sadrze samo jedan do Cetiri Secerna
ostatka dok, za razliku od njih, tipiéni N-vezani glikoproteini uvijek sadrze manozu te, kako
je ranije navedeno, N-acetilglukozamin i cesto imaju nekolicinu grana od kojih svaka

zavrSava negativno nabijenim ostatkom sijalinske kiseline (Lodish i sur., 2000).



1.1.1. Biosinteza O-vezanih glikana

Neposredni prekursori koriSteni u biosintezi glikana su nukleozid difosfatni ili monofosfatni
Seéeri: CMP-N-acetilneuraminska kiselina, UDP?-galaktoza, UDP-N-acetilglukozamin i
GDP3-manoza. Esterska veza izmedu fosfatnog ostatka i ugljikovog atoma u 3eéeru
(fosfodiesterska veza) je visokoenergetska veza s AG™ hidrolize od otprilike -5 kcal/mol, a to
zna¢i da je transfer SeCernog ostatka na akceptorsku hidroksilnu grupu, na Ser/Thr
aminokiselinskom ostatku ili drugom Secernom ostatku, energetski povoljan budu¢i da se
energija za taj prijenos dobiva cijepanjem visokoenergetske esterske veze (Lodish i sur.,
2000).

Sve poznate glikoziltransferaze koje djeluju na sekretorne proteine su integralni membranski
proteini s aktivnim mjestima koja su okrenuta prema lumenu organela, a svaka je specifi¢na i
za odredeni donorski Secerni nukleotid i za akceptorsku molekulu $to je vidljivo u dolje
navedenoj reakciji:

: - - DP-galaktozil transf
UDP-galaktoza + N-acetilgalaktozamin-protein UDP-galaktozil wransferaza

(donor) (akceptor)

» Gal Bl - 3 N — acetilgalaktozamin — protein

Biosinteza O-vezanih glikana u glikoforinu i sli¢énim glikoproteinima zapocinje transferom N-
acetilgalaktozamina s UDP-N-acetilgalaktozamina na hidroksilnu skupinu  Ser/Thr
aminokiselinskog ostatka u proteinu, a navedena reakcija je katalizirana N-acetilgalaktozamin
transferazom koja se nalazi na hrapavom endoplazmatskom retikulumu ili u cis-Golgijevoj
mrezi. Zatim se proteini sele u trans-Golgijeve vezikule gdje se galaktozni ostatak dodaje N-
acetilgalaktozaminu pomocu specifi¢ne trans-Golgi galaktoziltransferaze. U stanicama
kraljeznjaka biosinteza tipi¢nih O-vezanih glikana zavrSena je dodatkom dva negativno
nabijena ostatka N-acetilneuraminske kiseline s CMP prekursora; ove reakcije se odvijaju ili u
trans-Golgiju ili u trans-Golgi mrezi. Svi $ecerni nukleotidi, koriSteni u sintezi glikoproteina,
ali i glikolipida, nastali su u citosolu iz nukleozid trifosfata i Se¢ernih fosfata. Specifi¢ni
antiportni proteini® (antiporteri), koji se nalaze u membranama hrapavog endoplazmatskog
retikuluma i Golgijevih cisterni, kataliziraju unos donorskih Sec¢ernih nukleotida u lumen tih
cisterni i posljedi¢no izbacivanje nakupljenih slobodnih nukleotida (nukleozid fosfata)
(Lodish i sur., 2000).

1 CMP — citidin monofosfat

2 UDP — uridin difosfat

3 GDP - gvanozin difosfat

4 AG"' — promjena slobodne Gibbsove energije u reakciji

5 Antiportni proteini kataliziraju nasuprotni unos tvari kroz membranu
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Slika 2. Prikaz djelovanja antiportera na membrani Golgijevog aparata (Lodish i sur., 2000)

Ovakve zamjene jednog donorskog Se¢ernog nukleotida za jedan nukleotid odrzavaju stalnu
koncentraciju Sec¢ernih nukleotida u hrapavom endoplazmatskom retikulumu i1 Golgijevom

lumenu, a to je prijeko potrebno za sinteze glikana. (Lodish i sur., 2000)

1.1.2. Biosinteza N-vezanih glikana

Biosinteza svih N-vezanih glikana zapocinje u hrapavom endoplazmatskom retikulumu
dodatkom velikog oligosaharidnog prekursora koji je vezan preko pirofosfatnog ostatka za
dolikol®, dugolanéanipoliizoprenoidni® lipid &vrsto uronjen u membranu endoplazmatskog
retikuluma koji sluzi kao nosa¢ za oligosaharid. Taj oligosaharidni prekursor je formiran na
membrani endoplazmatskog retikuluma u kompleksnom nizu reakcija koje su katalizirane
enzimima pri¢vr§éenim za citosolnu i luminalnu stranu membrane hrapavog endoplazmatskog
retikuluma te je nastali oligosaharidni dio okrenut prema Ilumenu endoplazmatskog
retikuluma. Struktura tog prekursora je ista u Zivotinja, biljaka 1 jednostani¢nih eukariota — on
je razgranati oligosaharid koji sadrzi 3 glukozna ostatka, 9 manoznih ostataka i 2 molekule N-

acetilglukozamina $to se zapisuje u obliku GlcsMang(GIcNAC).. (Lodish i sur., 2000)

® Poliizoprenoidi su linearni polimeri izoprenoida koji se sastoje od 2 ili vige tisu¢a jedinica izoprena
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Slika 3. Prikaz GlczMang(GIcNAC). oligosaharida vezanog za dolikol preko pirofosfatnog

ostatka (Cooper i Hausman, 2010)

Pet od cetrnaest navedenih ostataka koji €ine oligosaharidni prekursor je sadrzano u
strukturama svih N-vezanih glikana povezanih na sekretorne i membranske proteine. Cijeli
GlcsMang(GIcNAC). oligosaharid je u cijelosti prenesen na asparaginski ostatak
novosintetiziranog polipeptida pomocu katalitickog djelovanja enzima oligosaharid-protein
transferaze. Navedeni enzim je specifican za ovakve reakcije prijenosa buduc¢i da su samo
asparaginski ostaci u tripeptidnim slijedovima Asn-X-Ser i Asn-X-Thr’ supstrati za tu
transferazu. (Lodish i sur., 2000)

= glukoza
®
. - manoza

O = N-acetilglukozamin

y

= dolikol

rastuci ﬁolipeptidni
lanac

=’ ?
oligosaharid-protein

&) transferaza
oligosaharid vezan

za lipid o

Slika 4. Prikaz reakcije prijenosa oligosaharida GlcsMang(GIcNAc)2 s dolikola na
asparaginski ostatak rastu¢eg polipeptida katalizirane oligosaharid-protein transferazom
(http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit_8 protein_processing/golgi/lect28.htm

)

7 Asn je aminokiselina asparagin, Ser je serin, Thr treonin, a X je bilo koja aminokiselina osim prolina
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Enzim oligosaharid-protein transferaza se sastoji od tri podjedinice — dvije su riboforini,
obilni integralni proteini membrane endoplazmatskog retikuluma, ¢ije se citosolne domene
¢vrsto vezu za vecu podjedinicu ribosoma; treca podjedinica je locirana unutar lumena
endoplazmatskog retikuluma i ona provodi reakciju prijenosa oligosaharidnog lanca na
asparaginski ostatak u blizini rastuc¢eg polipeptidnog lanca. Ne glikoziliraju se svi Asn-X-
Ser/Thr slijedovi; brzo smatanje segmenta proteina u kojem je navedeni slijed moze sprijeciti
prijenos GlcsMang(GICNAC). oligosaharida na taj slijed, to jest na protein, buduéi da zbog
smatanja nije dostupan djelovanju enzima. Odmah nakon prijenosa oligosaharida na
novonastali, rastu¢i polipeptid sva tri glukozna ostatka i odredeni manozni ostatci su

uklonjeni pomocu tri razli¢ita enzima (Lodish i sur., 2000).

Dva od tri glukozna ostatka se odvajaju zasebnim enzimom nakon ¢ega se kalretikulin,
luminalni lektin® endoplazmatskog retikuluma, veZze za novonastali glikoprotein te mu
pomaze u smatanju. Nakon toga se preostali glukozni ostatak odvoji drugim enzimom te se
time zavrSava interakcija glikoproteina s kalretikulinom i on se odvaja od kalretikulina. Zatim
se provjerava kvaliteta smatanja proteina provjeravanjem izlozenih hidrofobnih regija. Ako
nema niti jedne izloZene hidorofobne regije, glikoprotein je pravilno smotan i odlazi u
prijelazni endoplazmatski retikulum. U slu¢aju nepravilnog smatanja glikoproteina, enzim
glukoziltransferaza, koja funkcionira i kao senzor namatanja, ¢e ponovno dodati glukozni
ostatak na protein-vezani oligosaharid i tako mu omoguciti ponovni kontakt s kalretikulinom
koji pomaze u pravilnom smatanju tako da sprjecava preklapanje susjednih aminokiselinskih
segmenata. Oni proteini kod kojih je previse hidrofobnih regija izloZzeno ne mogu se pravilno
smotati pa im se uklanjaju manozni ostatci, a proteini se usmjeravaju natrag u citosol na

ubikvitiniranje i degradaciju u proteasom (Cooper i Hausman, 2010).

Ponekad se proteini spontano odvoje od kalretikulina i momentalno postanu deglukozilirani;
ako se zatim uspiju pravilno smotati, nec¢e biti reglukozilirani niti ponovno povezani s
kalretikulinom te ¢e oti¢i dalje u Golgijev kompleks. Tako kalretikulin, poput Hsc70°,
pomaze sprije€iti prerano smatanje segmenata novonastalog proteina te zadrZzava krivo

smotane ili nesmotane proteine unutar endoplazmatskog retikuluma (Lodish i sur., 2000).

Novonastali proteini koji prolaze kroz N-vezanu glikozilaciju u endoplazmatskom retikulumu
ulaze u Golgijev kompleks sadrzavajuéi jedan ili viSe Mang(GICNAC)2 oligosaharidnih lanaca.
Cis, medijalne 1 trans cisterne Golgijeva kompleksa sadrze razli€it set enzima koji obavljaju
razli¢ite modifikacije na sekretornim i membranskim proteinima kako se oni kre¢u kroz

Golgijev kompleks prema izlazu iz stanice, stoga je jasno da svaka regija funkcionira kao

8 Lektin je ugljikohidrat vezujuéi protein
® Hsc70 je heat shock protein koji ima ulogu $aperona



zaseban organel. U cis-Golgiju s oligosaharida se uklanjaju tri manozna ostatka (reakcija 1.)
nakon Cega se protein pomiCe u medijalni Golgi gdje se u reakciju dodaje UDP-N-
acetilglukozamin (reakcija 2.), a zatim se uklanjaju dva manozna ostatka (reakcija 3.) te
dodaju jo§ dva UDP-N-acetilglukozamina (reakcija 4.) i GDP-fukoza (reakcija 5.).
Procesuiranje se zavrSava u trans-Golgiju reakcijom dodatka tri UDP-galaktoze (reakcija 6.)
koja je katalizirana galaktoziltransferazom te zatim vezanjem po jedne CMP-N-
acetilneuraminske kiseline, to jest sijalinske kiseline, na svaki galaktozni ostatak (reakcija 7.).
Svi dodani SeCeri su preneseni na oligosaharid jedan po jedan iz Secer-nukleotidnih
prekursora, koji su uvezeni iz citosola, pomocu specifiénim transferaza. Sve navedene

reakcije su prikazane na slici 5. (Lodish i sur., 2000)
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l retikuluma
Golgi

e

(Man,(GleNAG),

/ - (3) @)

; 12 -t
M 5 =

Medial Y\ UDP-= UDP-= _\'; A

/77GDP-A
fiélcNAcMMams(GicNAc;z /‘7

{Man);(GlcNAc), J7

(Man)s{GlcNAc),

izlaz iz

S S . Golgijevog
(8} ) aparata
——]> — | —>
Trans uDP-e CMP-¢ ~—
s = N-acetilglukozamin o = galaktoza
e = manoza A = fukoza
a = glukoza ¢ = N-acetilneuraminska kiselina

Slika 5. Prikaz reakcija kojima se modificiraju N-vezani glikani u Golgijevom aparatu
(Lodish i sur., 2000)

Varijacije u strukturama N-vezanih glikana rezultat su razlika u procesuiranju oligosaharida u
endoplazmatskom retikulumu 1 Golgiju jer se u nekim sluc¢ajevima prve dvije reakcije
prikazane gore na slici (objasnjenje reakcija) nece odviti jer bitan dio strukture N-vezanog
glikana nije dostupan enzimima koji kataliziraju te reakcije, a kao posljedica nece se odvijati
nikakva daljnja modifikacija s ugljikohidratima budu¢i da se ne stvara supstrat za sljedeci
enzim u nizu. Tako nastali glikoproteini, koji mogu biti izluceni, sadrze manozom bogati
oligosaharid, ili Mang(GIcNAC)2 ili Mans(GICNAC)2, umjesto slozenog oligosaharida koji je

nastao putem navedenim ranije i prikazanim na slici 5. (Lodish i sur., 2000).



1.1.3. Tipovi N-vezanih glikana

Kao $to je prije navedeno, struktura N-vezanih glikana pocinje vezivanjem N-
acetilglukozamina za asparaginski ostatak u proteinu te oni uvijek sadrze mnogo manoznih
jedinica u svojoj strukturi. Oni se mogu dalje razlikovati u grananju ¢ime nastaju
oligomanozni, kompleksni ili hibridni tipovi. Oligomanozni tip ima dvije do Sest dodatnih
manoza dok kompleksni tip ima dvije ili viSe grana s barem jednim N-acetilglukozaminom i
galaktozom te po mogucnosti s jednom sijalinskom kiselinom na svakoj grani. Hibridni tip je
mjesSavina ova dva tipa pa ima jednu granu sa strukturom kompleksnog tipa te jednu ili vise

grana sa strukturom oligomanoznog tipa (Gornik i Lauc, 2008).
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Slika 6. Prikaz struktura osnovnih tipova N-vezanih glikana; redom od gornjeg prema donjem

su prikazani oligomanozni, kompleksni i hibridni tip (Gornik i Lauc, 2008)

1.1.4. Glikozilacija u djecjoj dobi

U mnogim istraZivanjima opaZena je razlika u glikozilaciji s dobi kod odrasle populacije. U
ukupnom plazmatskom glikomu, za razliku od IgG*°likoma, dob je imala samo manji, ne
pretjerano znacajan ucinak. Veliki utjecaj dobi je primijec¢en kod galaktozilacije koja se
smanjivala na manje od 50% svoje maksimalne vrijednosti dosegnute tijekom zivota (Kristi¢ i
sur., 2013).

Sto se ti¢e djegje populacije, nema mnogo provedenih istrazivanja iako su promjene u
glikozilaciji plazmatskih proteina u raznim istrazivanjima kod odrasle populacije povezane s
trudno¢om, oralnom hormonalnom terapijom i menopauzom pa su promjene u glikozilaciji

kod djece s nastupanjem puberteta ocekivane. U jednom istrazivanju koje je radeno na

019G — imunoglobulin G



populaciji zdrave djece u dobi od 6 do 18 godina iz Hrvatske, s podjednakom raspodjelom po
spolu, pronadeno je nekoliko znacajnih korelacija izmedu dobi i plazmatskih glikana, te dobi i
IgG glikana medutim ti rezultati za ovaj rad nisu od interesa. Primijec¢eno je da se mnogo
razgranatosti glikana, smanjenje galaktozilacije (tri- i tetragalaktozilirani glikani) te smanjenje
sijalinizacije (tri- i tetrasijalinizirani glikani). Najveca povezanost je primijeéena kod
tetrasijaliniziranih glikana §to se povezuje sa znacajnim smanjenjem kompleksnosti
glikanskih struktura s dobi, a to je popra¢eno porastom u disijaliniziranim biantenarnim?
glikanima s dobi. Nadalje, fukozilacija jezgre oligosaharidnog lanca i razina agalaktoziliranih
plazma glikana znacajno su padali s dobi dok je razina digalaktoziliranih glikana rasla.
Usporedbom promjena plazmatskih glikana u dje¢joj dobi s onima u odrasloj, opazene su
velike razlike. Glavna razlika je porast agalaktoziliranih glikana s dobi u odraslih, dok je kod
djece primije¢eno da se razina istih smanjuje s dobi i doseze minimalnu razinu u ranoj
odrasloj dobi. Kod odraslih razine glikana koje su pokazale znacajnu korelaciju s dobi kod
djecje populacije ili stagniraju ili su promjene s dobi puno sporije. Takoder je opazeno da su
se plazmatski glikani kod djece jako razlikovali s pojavom puberteta. Zakljucak provedenog
istrazivanja je da se sastav plazmatskih N-glikana u djece znaajno razlikuje od istoga u
odraslih te da se taj sastav puno brZe mijenja s dje¢jim razvojem. Ovo zapaZanje je jako bitno
bududi da se zna da su promjene u glikanskim strukturama Cesto proucavane kao potencijalni

dijagnosticki biomarkeri (Puci¢ i sur., 2012).

1.2.  SECERNA BOLEST
Diabetes mellitus ili Se¢erna bolest je kroni¢ni metaboli¢ki sindrom nastao zbog apsolutnog
1/ili relativnog manjka inzulina, a okarakteriziran je kroni¢cnom hiperglikemijom koju prate

poremecaji u metabolizmu ugljikohidrata, masti i proteina (Straus, 2009).

Zbog manjka inzulina glukoza ne ulazi u miSi¢ne 1 masne stanice te se posljedi¢no u njima
potice glikogenoliza i glukoneogeneza umjesto glikogeneze i glikolize §to uzrokuje dodatno
otpustanje glukoze u krv i njeno nagomilavanje. Takoder dolazi i do povecane razgradnje
masti Sto uzrokuje nakupljanje slobodnih masnih kiselina koje dolaze u jetru 1 pojac¢ano se
oksidiraju u acetil-CoA? kojeg ima vise nego $to jetra moze iskoristiti. Kao rezultat nastaju
ketonska tijela koja odlaze u periferna tkiva i tamo se razgraduju umjesto glukoze, a odlaze i u

urin. Zbog manjka inzulina smanjena je sinteza proteina Sto rezultira povecanjem

1 Biantenarni glikan sadrZi 2 grane N-acetilglukozamina
12 Acetil-CoA je acetil koenzim A



koncentracije aminokiselina u krvi, a paralelno je inhibiran ciklus limunske kiseline jer nema

dovoljno oksaloacetata koji se iskoristava u glukoneogenezi.

U svijetu je registrirano oko 190 milijuna osoba sa Se¢ernom bole$¢u, a prema procjenama
SZ0-a®® i IDF-a'* taj ¢e se broj do 2025. poveéati na 300 milijuna. U Hrvatskoj je vise od
170000 osoba oboljelih od Se¢erne bolesti, a procjenjuje se da je neotkrivenih jo§ trecina tog

broja (Straus, 2009).

Postoje dva glavna tipa SecCerne bolesti koja se razlikuju u uzroku bolesti. Prvi je tip 1, kod
kojeg do apsolutnog manjka inzulina dolazi zbog razaranja (3-stanica Langerhansovih oto¢ica
gusterace. To razaranje je uzrokovano autoantitijelima na pojedine komponente -stanica ili
na inzulin te se ona pojavljuju u cirkulaciji ve¢ nekoliko mjeseci pa i godina prije pojave
jasnih simptoma bolesti. Prisutnost tih autoantitijela u krvi znak je prisutnosti autoimunosnog
tipa 1 Secerne bolesti. Kod nekih bolesnika se ta antitijela ne mogu dokazati, ali imaju
prisutne simptome pa se oni svrstavaju u oboljele od idiopatskog tipa 1 Secerne bolesti. Tip 1
zahvaca oko 5-10% oboljelih od Secerne bolesti i1 javlja se najesSce u djetinjstvu. Njegova
pojava je obi¢no iznenadna i1 dramaticna, a ukljuuje simptome poput izrazite Zedi
(polidipsija) i suhoce usta, ucestalog mokrenja (poliurija), jakog umora, stalne gladi, naglog
gubitka mase, smetnji vida i ponavljanih infekcija. Oboljeli od tipa 1 Secerne bolesti su na
terapiji razli¢itim preparatima inzulina, a neke od novih strategija u lijeCenju ove bolesti
usmjerene su na imunosupresivnu terapiju kako bi se smanjio autoimuni odgovor, na
transplantaciju B-stanica koje proizvode inzulin te na gensku terapiju, odnosno na terapiju

mati¢nim stanicama (Straus, 2009).

Drugi tip, tip 2, pojavljuje se u odrasloj dobi te od njega boluje oko 90% oboljelih od Se¢erne
bolesti. U ovom tipu bolesti, barem u pocetku, nema ovisnosti o inzulinu jer se isti sintetizira
u dovoljnoj mjeri medutim dolazi ili do njegovog nedovoljnog lucenja iz gusterace ili do
inzulinske rezistencije u perifernim tkivima koja je karakterizirana njegovom nemoguénosti
da pravilno regulira ulazak glukoze u stanice perifernih tkiva. Posljedicno dolazi do
nakupljanja glukoze u krvi te manjka glukoze u stanicama pri ¢emu se ona ne moze iskoristiti
za dobivanje energije. lako je primarna inzulinska rezistencija moguca i kod osoba s
normalnom tjelesnom masom, glavni uzrok inzulinske rezistencije je visceralna pretilost.
Visak visceralnog masnog tkiva otpusta poveéane koli¢ine TNFa'® koji pokreée lucenje
slobodnih masnih kiselina u krvotok iz masnog tkiva, a to izravno utjeCe na smanjenje

preuzimanja glukoze u misi¢ima, dovodi do sinteze triglicerida i povecava glukoneogenezu u

13570 — Svjetska zdravstvena organizacija
14 1DF — International Diabetes Federation
15 TNFa — tumor necrosis factor o



jetri. Takoder, u pretilih osoba je vise leptina, a posljedicno manje adiponektina Kkoji
poboljsava inzulinsku rezistenciju smanjenjem koncentracije slobodnih masnih kiselina i
glukoze u krvi. Kod bolesnika s tipom 2 Secerne bolesti postoji relativan manjak inzulina §to
znaCi da ga ipak ima dovoljno da sprije¢i neke od akutnih komplikacija bolesti poput
dijabeticke ketoacidoze i hipoglikemije te bolest Cesto ostaje dugo vremena neprepoznata. Za
razliku od tipa 1, ovaj tip bolesti napreduje polagano i postupno, a okarakteriziran je
simptomima poput polidipsije i poliurije, pospanosti, zamagljenog vida, svrbeza i zarenja u

stopalima, a kod Zena s ¢estim vaginalnim infekcijama (Straus, 2009).

Osim ova dva glavna tipa postoji 1 gestacijski, to jest trudnicki, tip Secerne bolesti koji je
uzrokovan pojacanim lu¢enjem posteljiénih hormona koji dovode do inzulinske rezistencije, a
time i povecane potrebe za inzulinom. Razlikujemo i MODY tip Secerne bolesti (engl. Mature
Onset Diabetes of the Young) koji je prisutan kod mladih osoba kao i tip 1, ali je po
poremecene regulacije glukoze, te osobe oboljele od tih poremecéaja imaju puno veée Sanse za

razvijanje Se¢erne bolesti (Straus, 2009).

1.2.1. Seéerna bolest i glikozilacija

Glikozilacija u $eé¢ernoj bolesti se odnosi na neenzimsko kovalentno vezanje®® glukoze iz krvi
na eritrocite, odnosno na hemoglobin u njima. Kod zdrave populacije je izmedu 4,5-6%
glukoze iz krvi kovalentno vezano na hemoglobin koji se tako modificiran naziva glikirani
hemoglobin, odnosno hemoglobin Alc (HbAlc). Povecana koncentracija i dulja prisutnost
glukoze u krvi omogucuje ucestalije odvijanje glikacije i to ne samo na hemoglobinu nego i
na ostalim proteinima u cirkulaciji. Budu¢i da oboljeli od Secerne bolesti nemaju reguliranu
koncentraciju glukoze u krvi te je ona prisutna dulje i u ve¢im koli¢inama, jasno je da ée se
kod njih odvijati ucestalija glikacija hemoglobina. Udio hemoglobina Alc ¢e posljedi¢no biti
veéi od 6%, ali i CeSce Ce biti i vezanje glukoze na druge proteine ¢ime se moze narusiti

njihova funkcija i struktura (http://www.diabetesincontrol.com/glycosylation/).

1.3.  HILIC-UPLCY" (Tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti temeljena na
hidrofilnim interakcijama)
Tekuc¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti bazirana na hidrofilnim interakcijama

pruza alternativan pristup za ucinkovito razdvajanje malih polarnih Cestica na polarnim

16 Neenzimska glikozilacija se naziva glikacija
1" Hydrophilic interaction chromatography-Ultra performance liquid chromatography
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stacionarnim fazama. To je razdjelna kromatografija u kojoj je stacionarna faza polarnija od
mobilne faze. Mobilna faza se najcesce sastoji od dva otapala koja su razlicite polarnosti, pri
¢emu je jedno manje polarno i koristi se u pocetku metode u veéem udjelu, a drugo je
polarnije te se kasnije tijekom metode sve vise povecava njegov udio u mobilnoj fazi. Time se
omogucava prvotno vezanje polarnih molekula za polarnu stacionarnu fazu, a zatim se
povecavanjem udjela polarnijeg otapala pocinju ispirati vezane molekule sa stacionarne faze
te se omogucuje njihovo razdvajanje. Stacionarnu fazu uglavnom cine kolone Ciste silike ili
silika gela modificiranog s polarnim skupinama poput amidnih, dok su mobilna faza, najc¢esce
formijatna kiselina kao slabije polarna (organska komponenta) i acetonitril kao polarnija
komponenta mobilne faze. Ovaj oblik razdjelne kromatografije se u danasnje vrijeme
nametnuo kao standard za molekule koje su prepolarne da bi se zadrzale u obrnuto-faznoj
kromatografiji, ali su nedovoljno nabijene kako bi se ucinkovito razdvojile u ionsko
izmjenjivackoj kromatografiji. Ova metoda je sve koriStenija i zbog toga Sto upotrebom vrlo
visokih tlakova za razdvajanje molekula i redukcijom veli¢ine Cestica stacionarne faze (od
tuda 1 naziv tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti) omogucuje brzo i precizno
razdvajanje, a posljedi¢no i detekciju nekih vrlo malih molekula poput malih organskih

kiselina, ali i nekih osnovnih droga (Buszewski i Noga, 2011).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nedavni razvoj pouzdanih analitickih metoda omogucio je analizu glikozilacije proteina u
vecem broju uzoraka. Stoga je danas poznato da je glikozilacija ovisna o mnogim fizioloskim
¢imbenicima (npr. dob, spol, BMI), Zivotnim navikama (npr. prehrana, pusenje, tjelesna
aktivnost) te okolisnim ¢imbenicima. Kako je takoder pokazano da se glikanski profili osoba
mijenjaju u mnogim bolestima, potrebno je razlikovati izvor ovih promjena. Se¢erna bolest tip
1 je autoimuna bolest koja se javlja kod djece i ¢iji uzrok nije poznat. Posljednja istrazivanja
upuéuju na postojanje potencijalne uloge glikozilacije u razvoju ove bolesti. Kako bi se ova
uloga mogla ispitati, potrebno je znati kako npr. dob u kojoj se javlja bolest utjeCe na
glikozilacijski obrazac N-glikana plazme. Promjene glikozilacije s dobi dobro su istrazene u
odrasloj populaciji, ali za dje¢ju populaciju postoji jako malo informacija. Postoje neke
indikacije da se glikozilacija kod djece ovisno o dobi mijenja potpuno drugacije nego kod
odraslih ispitanika sve do dobi nakon puberteta. Stoga smo u ovome radu ispitali postoji li

veza izmedu N-glikozilacije plazmatskih proteina i dobi djece sa Secernom bolesti tipa 1.

Za odredivanje N-glikanskog profila u uzorcima plazme djece sa Se¢ernom bolesti Koristila se
metoda HILIC-UPLC, odnosno tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti
temeljena na hidrofilnim interakcijama, ¢iji se dobiveni podaci obraduju racunalno
integrirajuc¢i pikove, nakon ¢ega se dobiveni rezultati provlace kroz pripadajuce statisticke

testove.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERUALI
3.1.1. Anorganske kemikalije

Tablica 1. Anorganske kemikalije

KEMIKALIJA PROIZVODAC
KCI, kalijev Kklorid Calbiochem
KH2PO4, kalijev dihidrogenfosfat Sigma-Aldrich
Na2HPOs, dinatrijev hidrogenfosfat Acros Organics
NaCl, natrijev klorid Carlo Erba
NH4OH, amonijak Emsure

3.1.2. Organske kemikalije
Tablica 2. Organske kemikalije

KEMIKALIJA PROIZVODPAC

Dimetil sulfoksid, DMSO Sigma

Formijatna kiselina, 98-100% Emsure

ledena octena kiselina, 100% Emsure

Igepal CA-360 Sigma

SDS, natrijev dodecil sulfat Sigma

2-AB, 2-aminobenzamid Sigma-Aldrich

PB, 2-pikolin boran Sigma-Aldrich

hladni acetonitril (ACN), 96% Fluka

3.1.3. Bioloski materijali

Tablica 3. Enzimi

KEMIKALIJA PROIZVODAC

PNGaza F (peptid N-glikozidaza) Prozyme




3.1.4. Otopine i puferi
Tablica 4. Otopine i puferi

KEMIKALIJA

PROIZVODAC

pH Buffer Solution, alkalni standard za pH
metar, pH: 9,21 +/- 0,02

Mettler Toledo GmbH

pH Buffer Solution, kiseli standard za pH
metar, pH: 4,01 +/- 0,02

Mettler Toledo GmbH

30% octena kiselina u DMSO

Za 3 mL: pomijesati 0,9 mL octene kiseline s
2,1 mL DMSO

Otopina za obiljezavanje N-glikana

Za 1 uzorak: u 25 uL 30% octene kiseline u
DMSO dodati 0,48 mg 2-aminobenzamida i
1,12 mg 2-pikolin borana

4% lgepal Za 100 mL: u 80 mL ultra ¢iste vode dodati 4
mL lgepala, staviti na 65°C i na mjesac da se
rastopi, zatim nadopuniti do 100 mL s ultra
¢istom vodom

2% SDS Dodati 2 g SDS-a u 100 mL vode

10xPBS, phospate buffer saline

Za 100 mL: dodati 8,0028 g NaCl, 1,3832 g
Na;HPO4, 0,2964 g KH2PO4, 0,1976 g KCl u
80 mL ultra ¢iste vode, provjeriti pH i titrirati
sa standardnom otopinom da pH bude izmedu
6,6 1 6,8, a zatim pretociti u menzuru od 100
mL te do 100 mL nadopuniti s ultra Cistom

vodom

5xPBS, phospate buffer saline

Za 100 mL: 50 mL 10xPBS preliti u menzuru
od 100 mL i do 100 mL nadopuniti s ultra

¢istom vodom

Pufer amonijev formijat, 2M, pH 4,4

Za 500 mL: uliti 300 mL ultra Ciste vode u
posudu od 500 mL, dodati 37,75 mL
formijatne kiseline, ohladiti otopinu, mijesati
na magnetskom mjesacu, polako dodavati

oko 75 mL NH4OH do pH 4,2 (pocetan pH je
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<2),
otopine dodavati NH4OH do pH 4,4

nakon postizanja sobne temperature

3.1.5. Laboratorijska oprema i pribor

Tablica 5. Laboratorijska oprema i pribor

OPREMA | PRIBOR PROIZVODPAC
Plocice za sakupljanje uzoraka, polipropilen, | Waters
1 ml zapremnine, za 96 uzoraka
AcroPrep 96 GHP 0.2 pm Pall

filter plocica od 1 ml

ABgene PCR plocica

ThermoFisher

Mikropipete

(obi¢ne i multikanalne uz nastavke)

Ranin

Vacuum manifold — vakumska pumpa

Pall Corporation

Magnetic Stirrer MSH 300, magnetski mjesac

Biosan

Shaker, tresalica

GFL

pH metar Seven Compact

Mettler Toledo

AB54-§, analiticka vaga

Mettler Toledo

Highland, analiticka vaga

ADAM

Waters Acquity UPLC instrument

Waters, Milford

3.2. ISPITANICI

U ovo istrazivanje je ukljuceno 153 ispitanika (81 musSkog, a 72 Zenskog spola), kod kojih je

uzorak plazme uzet unutar 3 mjeseca od dijagnoze Secerne bolesti tipa 1. Dob ispitanika bila

je od 2 do 19 godina. Uzorci plazme su dobiveni iz registra uzoraka djecjeg dijabetesa U

Danskoj (The Danish Society for Childhood Diabetes Registry - DanDiabKids).
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3.3. PROTOKOL PRIPREME UZORAKA

3.3.1. Randomizacija uzoraka
Kako bi se minimalizirao utjecaj predanalitickih i analitickih ¢imbenika na rezultate analize
N-glikana plazmatskih proteina, uzorci su randomizirani. Na svaku mikrotitarsku plocicu

stavljeno je i po 5 standarda koji su obradeni na isti na¢in kao i uzorci.

3.3.2. lzolacija N-glikana s plazmatskih glikoproteina
Nakon randomizacije, 10 uL svakog uzorka se stavlja u zasebnu jazicu ploc¢ice za sakupljanje
uzoraka s 96 jazica (po protokolu otopljeni uzorci plazme se vorteksiraju te centrifugiraju 3

minute na 13400 rpm ili 10 min na 3000 rpm).
e Denaturacija

2% SDS, 4% lgepal i 5XPBS se izvade na sobnu temperaturu kako bi postigli zeljenu
temperaturu. U svaki uzorak se dodaje 20 puL 2% SDS-a i promijesa se pipetiranjem. Plo¢ica s
uzorcima se zatvori s adhezivnim folijom te inkubira 10 minuta na 65°C. Zatim se plo¢ica
izvadi van i ostavi 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga se svakom uzorku dodaje 10
uL 4% Igepala s 250 pL nastavcima za pipete te se promijeSa pipetiranjem. Plocica s

uzorcima se zatim stavlja na tresilicu (blago) na 15 minuta.
e Deglikozilacija
Pripremi se otopina enzima mijesajuc¢i 10 pL 5xPBS-a s 0,12 uL PNGaze F po jednom
uzorku. U svaki uzorak se potom dodaje po 10 pL otopine enzima s 250 pL nastavcima za
pipete te se resuspendira pipetiranjem. PloCica s uzorcima se zatvara s adhezivnom folijom pri

¢emu je potrebno osigurati da su rubovi ploc¢ice ¢vrsto zatvoreni. Plocice se inkubiraju na

37°C tijekom 18 sati.

3.3.3. Obiljezavanje, procis¢avanje i ispiranje N-glikana plazme
e Priprema otopine za obiljezavanje glikana
Otopina za obiljezavanje jednog uzorka priprema se dodavanjem 25 pL 30% octene

kiseline u DMSO-u u 0,48 mg 2-aminobenzamida te se vorteksira do potpunog otapanja.

Potpuno otopljenu otopinu se dodaje u 1,12 mg 2-pikolin borana i ponovno se sve vorteksira.
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e Obiljezavanje uzoraka

Dodaje se 25 uL otopine za obiljezavanje, pomoc¢u 250 pL nastavaka za pipete, u
svaki uzorak te se promijesa pipetiranjem. Plocica se zatvori adhezivnom folijom i ostavi 10
minuta na tresilici. Nakon toga slijedi inkubacija tijekom 2 sata na 65°C te hladenje uzoraka
tijekom 30 minuta kako bi uzorak bio spreman za nanoSenje na 1 mL AcroPrep GHP 0.2 pL

filter plocicu.
e Pretpriprema GHP plocice

Koriste¢i 300 pL nastavke za pipete pipetira se 200 pL. 70% etanola u svaku jaZicu
GHP plocice te se vakuumira u otpad. Zatim se, koristeci iste nastavke, pipetira 200 pL ultra
¢iste vode u svaku jazicu plocice te vakuumira u otpad, a nakon toga se koristeci iste nastavke

pipetira 200 pL hladnog 96% ACN-a te vakuumira u otpad.
e Nanosenje obiljezenih N-glikana na GHP plocicu te njihovo proc¢is¢avanje

Dodaje se 700 uL hladnog 100% ACN-a u svaki uzorak sa zasebnim nastavkom za
pipete za svaki uzorak, promijeSa se pipetiranjem te koristeci isti nastavak pazljivo se prenese
ukupan volumen uzorka, koji iznosi oko 800 pL, u jazicu GHP plocice. Plocica se inkubira 2
minute, a zatim se vakuumira u otpad (kod koriStenja vakuumske pumpe treba paziti da
vakuum ne prijede 2 inHg). Zatim se pipetira 200 uL hladnog 96% ACN-a u svaku jazicu te
vakuumira u otpad. Zadnji korak se ponovi jo$ tri puta nakon ¢ega se GHP plocica stavi na
vrh stalka ImL ili 2 mL plocica i pipetira se 200 pL hladnog 96% ACN-a u svaku jaZicu te se
GHP plocica centrifugira 5 minuta na 1000 rpm.

e Ispiranje (eluiranje) oznacenih N-glikana

GHP plocica se stavi na vrh ¢iste ABgene PCR plocice. U svaki uzorak se dodaje 90
uL ultra Ciste vode koriste¢i 300 pL nastavke za pipete i stavi se na tresilicu tijekom 15
minuta. Zatim se GHP ploc€ica centrifugira 5 minuta na 1000 rpm kako bi se sakupila prva
frakcija eluata u PCR plocicu. Ponovi se postupak dodavanja ultra ¢iste vode 1 stavljanja na
tresilicu te centrifugiranja, no ovaj put se sakuplja druga frakcija eluata u PCR plocicu. Na
kraju se provjerava ukupan volumen eluata (180 pL). PCR plocica zatim se zatvori PCR

poklopcem i pohrani u zamrzivac.
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3.4. ANALIZA IZOLIRANIH N-GLIKANA

3.4.1. Analizaizoliranih N-glikana HILIC-UPLC metodom (Tekucinska kromatografija ultra
visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim interakcijama)

Nakon izolacije N-glikana iz dobivenih uzoraka plazme, N-glikani se analiziraju metodom

HILIC-UPLC na Waters Acquity UPLC instrumentu. Koristi se HILIC kolona za razdvajanje

glikana veli¢ine 2,1x150 mm i veli¢ine Cestica 1,7 pum. Kao mobilna faza koja nosi uzorak

kroz kolonu koriste se 100 mM amonijev formijat, pH 4,4, kao otapalo A i ACN kao otapalo

B. Koriste¢i program Empower zadaju se zeljeni uvjeti prikazani u tablici 6.

Tablica 6. Promjena udjela otapala A i B tijekom kromatografske 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

315 0,561 30,0 70,0

Temperatura kolone postavljena je na 25°C, a temperatura uzoraka na 10°C. Valna duljina
ekscitacije fluorescentnog detektora namjestena je na 250 nm, a valna duljina emisije na 428
nm. Nakon zavrsetka analize slijedi obrada podataka u Empower programu. Nakon provedene
automatske integracije dodatno se ru¢no integriraju povrsine pikova dobivenog kromatograma

nakon ¢ega slijedi statisticka obrada u Excel-u i MedCalc-u.

3.4.2. Statisticka obrada

Rezultati dobiveni integriranjem povrSina pikova dobivenog kromatograma obradeni su u
MedCalc-u koriste¢i Spearmanov test korelacije buduci da se radi o velikom uzorku (>30
ispitanika) koji nije razdijeljen po normalnoj razdiobi. Statistickom obradom u MedCalc-u
izraCunati su Spearmanovi koeficijenti korelacije (@) i p vrijednosti za svaku glikansku
skupinu prvo koriste¢i podatke svih ispitanika, a zatim zasebno za ispitanike muskog te
ispitanike Zenskog spola. Ovisno o dobivenoj p vrijednosti moze se zakljuciti je li korelacija

izmedu dobi 1 odredene glikanske skupine znacajna. Za razinu signifikantnosti odabrana je
18




vrijednost 0,05 $to znaci da je korelacija znaCajna ako je p vrijednost manja od 0,05. Ako je
vrijednost Spearmanovog koeficijenta korelacije (@) manja od 0, pravac na grafu Koji
prikazuje ovisnost vrste N-glikana o dobi ¢e biti padajuéi Sto znaci da ¢e ucestalost tih N-
glikana biti sve manja s dobi. Ako je vrijednost Spearmanovog koeficijenta korelacije (o)

veca od 0, pravac Ce biti rastuci $to znaci da ucestalost odredene vrste N-glikana rasti s dobi.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. KROMATOGRAM IZOLIRANIH N-GLIKANA
Na slici 7. prikazan je kromatogram nakon analize izoliranih N-glikana HILIC-UPLC
metodom. N-glikani se razdvoje u glikanske skupine te je na slici prikazana struktura glavnih

N-glikana za odredenu glikansku skupinu.

N-acetilglukozamin [l

jezgrena fukoza W
manoza @
galaktoza O

) N-acetilneuraminska kiselina €
100+ A | ;
A T A O A
Intenzitet i

(EV)
50+

i Tt T ee epgpr s 0 v 1
Gp2s GPGPGP o GP GpgpepGp P GP38
3132
262728 © 30 22 3435 36

20

vrijeme/min
Slika 7. Prikaz kromatograma dobivenih glikanskih skupina nakon razdvajanja N-
glikana HILIC-UPLC metodom

Analizom provedenom za izradu ovog diplomskog rada dobiveno je 38 glikanskih skupina. U

tablici 7. navedeni su glavni N-glikani za svaku glikansku skupinu.

Tablica 7. Glikanska skupina i pripadajuci N-glikani

GLIKANSKA SKUPINA N-glikan
GP1 FA2
GP2 M5
FA2B
GP3 A2[6]BG1
GP4 FA2[6]G1
GP5 FA2[3]G1
GP6 FA2[6]BG1
GP7 M6

18 GP je kratica od glycan peak §to znaci glikanska skupina
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GP8 A2G2
GP9 A2BG2
GP10 FA2G2
GP11 FA2BG2
GP12 A2[3]BG1S1
GP13 FA2[3]G1S1
GP14 A2G2S1
GP15 A2BG2S1
GP16 FA2G2S1
GP17 FA2BG2S1
GP18 A2G2S2
GP19 M9
GP20 A2G2S2
GP21 A2BG2S2
GP22 FA2G2S2
GP23 FA2BG2S2
GP24 A3G3S2
GP25 A3BG3S2
A3G3S2
GP26 A3G3S3
GP27 A3G3S3
GP28 FA3G3S3
GP29 A3G3S3
GP30 FA3G3S3
GP31 A3G3S3F
GP32 A4G4S3
GP33 A4G4S3
GP34 A4G3S3F
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GP35 A4GAS4
GP36 A4GAS4
GP37 A4GAS4
GP38 A4AG4SAF
A= jezgra glikana (2 N-acetilglukozamina i 3 G= galaktoza
manoze) s granom N-acetilglukozamina (A2 su M= manoza

dvije grane, A3 tri grane)

B= N-acetilglukozamin na mjestu grananja

F= jezgrena fukoza

41. POUZDANOST ANALIZE

Uz uzorke plazme ispitanika na svakoj plo€ici, 5 jazica je bilo ispunjeno sa standardnim

otopinama i 1 jazica s vodom (blank) te su oni obradivani jednako kao uzorci plazme. Voda je

stavljena kako bi se primijetile eventualne interferencije zbog oneciséenja, a standardi kako bi

se osigurala analiti¢ka pouzdanost. U tablici 8. dani su koeficijent varijacije za svaku pojedinu

glikansku skupinu izracunati iz analize standarda.

Tablica 8. Koeficijenti varijacije standarda za svaku glikansku skupinu

GLIKANSKA KV (%) GLIKANSKA KV (%)
SKUPINA SKUPINA

GP1 47 GP20 13
GP2 0,9 GP21 19
GP3 6.3 GP22 2,9
GP4 37 GP23 48
GP5 46 GP24 5
GP6 3.2 GP25 43
GP7 11 GP26 4
GP8 9.1 GP27 15
GP9 33 GP28 52
GP10 2.4 GP29 19
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GP11 2,2 GP30 3,5
GP12 2,6 GP31 2
GP13 4,7 GP32 3
GP14 4,7 GP33 41
GP15 3,8 GP34 2
GP16 2,4 GP35 6,1
GP17 4,5 GP36 7,9
GP18 1,3 GP37 51
GP19 2,4 GP38 53

Iz navedene tablice 7. vidljivo je da su koeficijenti varijacije standardnih otopina dobri §to

potvrduje pouzdanost analiticke izvedbe.

4.2. REZULTATI ANALIZE UZORAKA ISPITANIKA

U ovom diplomskom radu analizirana je N-glikozilacija proteina iz 180 uzoraka plazme. Dio
uzoraka, to¢nije njih 27, je izbaceno iz analize jer nije bilo podataka za dob ispitanika (16
uzoraka), jer se analizom nije dobio zadovoljavajuéi signal (10 uzoraka) te jos jedan uzorak
jer se naknadno uspostavilo da ispitanik nije imao Secernu bolest tipa 1 §to ukupno ¢ini 153
uzorka ispitanika koji su analizirani. U tablici 9. navedeni su minimum, maksimum i medijan

za svaku glikansku skupinu.

Tablica 9. Vrijednosti N-glikana ukupnih proteina analiziranih iz plazme djece sa

Secernom bolesti tipa 1

GLIKANSKA [ MINIMUM | MAKSIMUM | MEDIJAN | GLIKANSKA [ MIN | MAX | M

SKUPINA (MIN) (MAX) (M) SKUPINA
GP1 1,81 8,97 435 GP20 19,45 | 32,15 | 2391
GP2 121 3,07 1,88 GP21 048 | 082 | 06
GP3 0,02 0,12 0,05 GP22 248 | 6,76 | 354
GP4 1,68 7,79 432 GP23 039 | 244 | 1,24
GP5 0,56 3,18 1,69 GP24 102 | 39 | 215
GP6 0,45 1,63 0,94 GP25 113 | 328 | 18
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GP7 0,79 1,49 1,06 GP26 0,46 1,9 0,97
GP8 1,56 3,02 2,33 GP27 0,36 1,17 | 0,64
GP9 0,06 0,2 0,1 GP28 0,12 0,38 | 0,21
GP10 2,51 7,91 4,92 GP29 2,2 7,74 | 3,92
GP11 0,4 1,33 0,78 GP30 0,18 0,72 | 0,39
GP12 1,26 2,19 1,68 GP31 0,55 2,22 | 0,99
GP13 0,23 0,79 0,48 GP32 0,96 449 | 2,15
GP14 13,32 19,14 16,0 GP33 0,2 061 | 0,34
GP15 0,3 0,74 0,41 GP34 0,15 0,54 | 0,29
GP16 4,38 8,08 6,1 GP35 0,35 0,93 | 0,55
GP17 0,69 2,72 1,5 GP36 0,15 098 | 0,41
GP18 1,9 5,12 3,63 GP37 0,45 1,54 0,8
GP19 0,76 1,4 0,97 GP38 0,25 1,34 | 0,59

4.2.1. Korelacija dobi i N-glikozilacije plazmatskih proteina kod svih ispitanika
Ispitana je korelacija N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi ispitanika (tablica 10.).

Tablica 10. Prikaz korelacije N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi ispitanika

dana Spearmanovim koeficijentom korelacije (o)

GLIKANSKA SKUPINA o (Spearman) p vrijednost
GP1 0,1080 0,1824
GP2 0,1930 0,0166
GP3 0,4640 <0,0001
GP4 0,2150 0,0076
GP5 0,4600 <0,0001
GP6 0,4420 <0,0001
GP7 0,3080 0,0001
GP8 0,0325 0,6900
GP9 0,4270 <0,0001
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GP10 0,2640 0,0010
GP11 0,5520 <0,0001
GP12 -0,3740 <0,0001
GP13 0,3190 0,0001
GP14 -0,0912 0,2623
GP15 0,3010 0,0002
GP16 0,2150 0,0075
GP17 0,5190 <0,0001
GP18 -0,4570 <0,0001
GP19 0,0386 0,6354
GP20 -0,1280 0,1156
GP21 0,1160 0,1544
GP22 0,1920 0,0172
GP23 0,3830 <0,0001
GP24 -0,4670 <0,0001
GP25 -0,2840 0,0004
GP26 0,0209 0,7978
GP27 -0,5340 <0,0001
GP28 -0,3170 0,0001
GP29 -0,4770 <0,0001
GP30 -0,4140 <0,0001
GP31 -0,1200 0,1408
GP32 -0,0563 0,4896
GP33 -0,4010 <0,0001
GP34 -0,0945 0,2453
GP35 -0,2600 0,0012
GP36 -0,5060 <0,0001
GP37 -0,3730 <0,0001
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GP38

-0,1110

0,1722

Iz rezultata prikazanih u navedenoj tablici vidljivo je da za neke glikanske skupine postoji

znacajna korelacija izmedu dobi dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1 te povrSine pika

odredene glikanske skupine u kromatogramu budu¢i da je p vrijednost manja od 0,05. Prema

tome, iz rezultata za sve ispitanike, znacajna korelacija postoji za GP (glikansku skupinu) 2,
GP3, GP4, GP5, GP6, GP7, GP9, GP10, GP11, GP12, GP13, GP15, GP16, GP17, GP18,
GP22, GP23, GP24, GP25, GP 27, GP28, GP29, GP30, GP33, GP35, GP36, GP37. Kod svih

ispitanika, to jest ispitanika oba spola, prisutno je 27 znacajnih korelacija. Sto je Spearmanov

koeficijent korelacije o blizi +/-1 to je korelacija izmedu obiljezja jaca te je vjerojatnije

postojanje funkcionalne veze izmedu ta dva obiljezja. Kod rezultata svih ispitanika najveci
Spearmanovi koeficijenti korelacije ¢ prisutni su kod GP11, ¢=0,5520; GP17, 0=0,5190;
GP27, 0=-0,5340; GP36, o= -0,5060. Prikazi tih korelacija su vidljivi u sljede¢im grafovima.
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Graf 1. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP11 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja secerne bolesti tipa 1 kod svih ispitanika (ispitanika oba spola)
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Graf 2. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP17 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja Se¢erne bolesti tipa 1 kod svih ispitanika (ispitanika oba spola)
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Graf 3. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP27 u ukupnom glikanskom profilu o dobi
dijagnosticiranja secerne bolesti tipa 1 kod svih ispitanika (ispitanika oba spola)
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Graf 4. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP36 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod svih ispitanika (ispitanika oba spola)

4.2.2. Korelacija dobi i N-glikozilacije plazmatskih proteina kod muskih ispitanika
Ispitana je korelacija N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi muskih ispitanika
(tablica 11.).

Tablica 11. Prikaz korelacije N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi muskih
ispitanika dana Spearmanovim koeficijentom korelacije (o)

GLIKANSKA SKUPINA 0 (Spearman) p vrijednost
GP1 0,2670 0,0158
GP2 0,3600 0,0010
GP3 0,4530 <0,0001
GP4 0,2980 0,0068
GP5 0,4920 <0,0001
GP6 0,6130 <0,0001
GP7 0,4170 0,0001
GP8 0,0483 0,6682
GP9 0,4670 <0,0001
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GP10 0,2230 0,0454
GP11 0,5850 <0,0001
GP12 -0,3110 0,0047
GP13 0,4150 0,0001
GP14 -0,0991 0,3785
GP15 0,3290 0,0027
GP16 0,1540 0,1691
GP17 0,5620 <0,0001
GP18 -0,4060 0,0002
GP19 0,0818 0,4679
GP20 -0,1430 0,2031
GP21 0,1650 0,1419
GP22 0,1840 0,1006
GP23 0,4670 <0,0001
GP24 -0,5420 <0,0001
GP25 -0,4640 <0,0001
GP26 0,1080 0,3364
GP27 -0,5730 <0,0001
GP28 -0,1850 0,0986
GP29 -0,5580 <0,0001
GP30 -0,4970 <0,0001
GP31 -0,2980 0,0088
GP32 -0,0303 0,7883
GP33 -0,4500 <0,0001
GP34 -0,0360 0,7497
GP35 -0,2680 0,0154
GP36 -0,4950 <0,0001
GP37 -0,3850 0,0004
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GP38 -0,0728 0,5186

Iz rezultata prikazanih u navedenoj tablici vidljivo je da za neke glikanske skupine postoji
znaCajna korelacija izmedu dobi dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1 te povrSine pika
odredene glikanske skupine u kromatogramu budu¢i da je p vrijednost manja od 0,05. Iz
rezultata za ispitanike muskog spola, znacajna korelacija postoji za GP1, GP2, GP3, GP4,
GP5, GP6, GP7, GP9, GP10, GP11, GP12, GP13, GP15, GP17, GP18, GP23, GP24, GP25,
GP27, GP29, GP30, GP31, GP33, GP35, GP36, GP37. Kod muskih ispitanika prisutno je 26
znadajnih korelacija. Sto je Spearmanov koeficijent korelacije o blizi +/-1 to je korelacija
izmedu obiljezja jaca te je vjerojatnije postojanje funkcionalne veze izmedu ta dva obiljezja.
Kod rezultata ispitanika muskog spola najvec¢i Spearmanovi koeficijenti korelacije o prisutni
su kod GP6, 0=0,6130; GP11, 0=0,5850; GP17, 0=0,5620; GP24, o= -0,5420; GP27, o= -
0,5730; GP29, o= -0,5580. Prikazi tih korelacija su vidljivi u sljede¢im grafovima.
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Graf 5. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP6 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola
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Graf 6. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP11 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola
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Graf 7. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP17 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja Se¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola
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Graf 8. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP24 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja secerne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola
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Graf 9. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP27 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja Se¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola
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Graf 10. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP29 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja secerne bolesti tipa 1 kod ispitanika muskog spola

4.2.3. Korelacija dobi i N-glikozilacije plazmatskih proteina kod Zenskih ispitanika
Ispitana je korelacija N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi Zenskih ispitanika
(tablica 12.).

Tablica 12. Prikaz korelacije N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s dobi Zenskih
ispitanika dana Spearmanovim koeficijentom korelacije (o)

GLIKANSKA SKUPINA 0 (Spearman) p vrijednost
GP1 -0,0751 0,5308
GP2 0,0234 0,8455
GP3 0,5170 <0,0001
GP4 0,1220 0,3066
GP5 0,4180 0,0003
GP6 0,2670 0,0232
GP7 0,2090 0,0777
GP8 0,0200 0,8674
GP9 0,4710 <0,0001
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GP10 0,3580 0,0020
GP11 0,5980 <0,0001
GP12 -0,3880 0,0007
GP13 0,1930 0,1044
GP14 -0,0937 0,4339
GP15 0,3100 0,0080
GP16 0,3210 0,0060
GP17 0,5410 <0,0001
GP18 -0,5160 <0,0001
GP19 -0,0021 0,9859
GP20 -0,1310 0,2725
GP21 0,0737 0,5383
GP22 0,2130 0,0727
GP23 0,3030 0,0098
GP24 -0,3410 0,0034
GP25 -0,0486 0,6852
GP26 -0,0809 0,4992
GP27 -0,4480 0,0001
GP28 -0,4660 <0,0001
GP29 -0,3460 0,0029
GP30 -0,2770 0,0186
GP31 0,0731 0,5419
GP32 -0,0892 0,4559
GP33 -0,3110 0,0078
GP34 -0,1540 0,1971
GP35 -0,2550 0,0310
GP36 -0,5140 <0,0001
GP37 -0,3660 0,0016
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GP38

-0,1780

0,1345

Iz rezultata prikazanih u navedenoj tablici vidljivo je da za neke glikanske skupine postoji

znacajna korelacija izmedu dobi kada je ispitanicima dijagnosticirana $ecerna bolest tipa 1 te

povrsine pika odredene glikanske skupine u kromatogramu buduci da je p vrijednost manja od

0,05. Iz rezultata za ispitanike zenskog spola, znacajna korelacija postoji za GP3, GPS5, GP6,
GP9, GP10, GP11, GP12, GP15, GP16, GP17, GP18, GP23, GP24, GP27, GP28, GP29,
GP30, GP33, GP35, GP36, GP37. Vidljivo je da je najmanje zna¢ajnih korelacija izmedu dobi

dijagnosticiranja Se¢erne bolesti tipa 1 i povrSina pikova glikanskih skupina kod Zenskih

ispitanika (21). Sto je Spearmanov koeficijent korelacije o blizi +/-1 to je korelacija izmedu

obiljezja jaca te je vjerojatnije postojanje funkcionalne veze izmedu ta dva obiljezja. Kod

rezultata ispitanika Zenskog spola najve¢i Spearmanovi koeficijenti korelacije @ prisutni su

kod GP3, 0=0,5170; GP11, 0=0,5980; GP17, 0=0,5410; GP18, o= -0,5160; GP36, o= -0,5140.

Prikazi tih korelacija su vidljivi u sljede¢im grafovima.
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Graf 11. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP3 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika zenskog spola
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Graf 12. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP11 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika zenskog spola
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Graf 13. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP17 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1 kod ispitanika Zenskog spola
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Graf 14. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP18 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1 kod ispitanika zenskog spola
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Graf 15. Prikaz ovisnosti udjela povrsine ispod GP36 u ukupnom glikanskom profilu o dobi

dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1 kod ispitanika Zenskog spola
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4.2.4. Potencijal N-glikana kao biomarkera u budu¢nosti

Rezultati eksperimentalnog djela ovog diplomskog rada pokazuju da postoji korelacija
izmedu dobi dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1 i nekih glikanskih skupina. Glikanske
skupine 11 i 17 koje obuhvacaju N-glikane FA2BG2 i FA2BG2S1, pokazale su najvecu
korelaciju s dobi nakon obrade rezultata za sve ispitanike, ali i nakon zasebne obrade rezultata
ispitanika zenskog spola. Te glikanske skupine pokazuju veliku korelaciju s dobi i kod
zasebne obrade rezultata ispitanika muskog spola, medutim najvecu korelaciju kod obrade tih

podataka pokazuje glikanska skupina 6 koja obuhvaca N-glikan FA2[6]BGL1.

Usporedbom dobivenih rezultata s postoje¢im podacima o glikozilaciji u zdravoj

djecjoj populaciji primijecene su neke slicnosti.
1) Sijalinizacija i razgranatost N-glikana padaju s porastom dje¢je dobi

Od 38 glikanskih skupina dobivenih razdvajanjem na HILIC-UPLC-u, 26 ih sadrzi
sijalinizirane N-glikane koji su razgranati. Kod 18 od navedenih 26 primjecuje se pad u
njihovoj ucestalosti s porastom djecje dobi. Od preostalih 8, Sest glikanskih skupina sadrze N-

glikane koji su digalaktozilirani ¢ija ucestalost raste s djecjom dobi.

2) Jezgrena fukozilacija pada s porastom dje¢je dobi
Jezgrenu fukozu sadrze N-glikani u 17 glikanskih skupina. Kod pet od navedenih 17 (Sest kod
skupine zenskih ispitanika) primjecuje se pad u njihovoj ucestalosti s porastom djec¢je dobi.
Dio preostalih glikanskih skupina koje ne pokazuju pad sadrzi N-glikane koji su
digalaktozilirani i ¢ija ucestalost s dobi raste.

3) Adgalaktozilacija, tri- i tetra-galaktozilacija padaju s porastom djecje dobi

Agalaktozilirani ili tri- ili tetra-galaktozilirani N-glikani prisutni su u 17 glikanskih skupina.
Kod 13 od navedenih 17 (15 kod skupine Zenskih ispitanika) primjecuje se pad u njihovoj

ucestalosti s porastom djecje dobi.
4) Digalaktozilacija raste s porastom djecje dobi

Digalaktozilirani N-glikani prisutni su u 13 glikanskih skupina. Kod 10 od navedenih 13
primjecuje se porast u njihovoj ucestalosti s porastom dje¢je dobi. Preostale tri glikanske

skupine sadrze sijalinizirane N-glikane te je kod njih primijecen pad u ucestalosti.

S obzirom na navedene usporedbe dobivenih rezultata s poznatim podacima o zdravoj djecjoj
populaciji moze se zakljuciti da postoji korelacija izmedu glikozilacije u zdravoj i bolesnoj

djecjoj populaciji.
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Sto se ti¢e usporedbe s odraslom populacijom, iz postojeée literature je poznato da se
glikozilacija znacajno razlikuje izmedu dje¢je i odrasle dobi'®. Kod odraslih je primijecen
porast agalaktozilacije s dobi, a kod djece pad. U dobivenim rezultatima primijecen je pad
agalaktozilacije s porastom dje¢je dobi pa se moze zakljuciti da se glikozilacija bolesne djecje

populacije razlikuje od glikozilacije odrasle populacije.

19 Podaci se odnose na zdravu djecju i odraslu populaciju
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5. ZAKLJUCAK

Secerna bolest tipa 1, kao jedna od najrairenijih bolesti na svijetu, zahvaca sve vise mlade
populacije kojoj se navedena bolest Cesto otkrije ve¢ u poodmaklom stanju jer u pocetku
svojeg razvoja u organizmu bude prikrivena te nakon odredenog vremena nastupa iznenada i
vrlo dramati¢no. Zbog toga pacijenti budu naruSenog opc¢eg zdravlja, a moguc je i razvoj tezih
komplikacija te se javlja potreba za ranim uvodenjem teSke terapije. S obzirom na sve
navedeno, idealno bi bilo pronaci biomarkere koji bi u ranoj, prikrivenoj fazi razvoja Se¢erne
bolesti mogli otkriti njeno postojanje — smatra se da bi to mogli biti N-glikani. Istrazivanjem
provedenim u ovom diplomskom radu zakljucilo se da neki N-glikani pokazuju znacajnu
korelaciju s dobi dijagnosticiranja sec¢erne bolesti tipa 1, pogotovo glikanska skupina 6 koja
obuhvaca N-glikan FA2[6]BG1 za ispitanike muSkog spola. Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da se kod ispitivanja dijagnosticke vrijednosti N-glikana za Seé¢ernu bolest tipa 1,
treba uzeti u obzir i utjecaj dobi na glikanske profile. Takoder, uzimajuci u obzir vaznost
glikana u patofiziologiji drugih autoimunih bolesti, nesumnjivo je da ¢e se daljnjim
istrazivanjima u ovom polju otkriti nova saznanja o N-glikanima kao potencijalnim

biomarkerima autoimunih bolesti.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1.  SAZETAK

Glikozilacija je jedna od najcescih posttranslacijskih modifikacija proteina te ima vaznu ulogu
u mnogim bolestima. Secerna bolest tipa 1 je medu najrasirenijim autoimunosnim bolestima
danasnjice ¢iji uzrok kod djece nije poznat. S obzirom na razvoj suvremenih analiti¢kih
metoda omogucéena je analiza glikozilacije u velikom broju uzoraka te je primijeceno da
glikozilacija ovisi 0 raznim navikama i tjelesnim ¢imbenicima. Istrazivanjima je ustanovljeno
da se glikanski profili mijenjaju u raznim bolestima pa je bitno otkriti izvor ovih promjena. Iz
navedenih razloga je u ovom radu ispitan utjecaj dobi na glikozilaciju proteina u uzorcima
plazme ispitanika dobivenih iz registra uzoraka dje¢jeg dijabetesa u Danskoj (engl. The
Danish Society for Childhood Diabetes Registry — DanDiabKids).

Analiza N-glikana u navedenim uzorcima provedena je HILIC-UPLC metodom, a dobiveni
podaci su statisticki obradeni u Excel-u i MedCalc-u Spearmanovim testom korelacije.
Usporedbom dobi ispitanika s dobivenim rezultatima analize glikana primjecena je korelacija
u nekim glikanskim skupinama od kojih je najve¢i Spearmanov koeficijent korelacije

primjecen u populaciji muskih ispitanika za glikansku skupinu 6.

Takoder je primjecena i usporedivost dobivenih rezultata bolesne djecje populacije S
postojeéim podacima o ovisnosti izmedu glikozilacije i dobi zdrave djecje populacije.
Glikozilacija kod bolesne djec¢je populacije se, kao i kod zdrave dje¢je populacije, znacajno
razlikuje u usporedbi s glikozilacijom odrasle populacije. Ovim istrazivanjem dokazana je
povezanost izmedu N-glikozilacije plazmatskih proteina i dobi kod djece sa Se¢ernom bolesti

tipa 1.

72.  SUMMARY

Glycosylation, being one of the most common posttranslational modifications of proteins,
plays an important role in many diseases such as diabetes. Diabetes mellitus type 1 is among
the most widespread autoimmune diseases of our time, whose cause is unknown. Considering
the development of modern analytical methods, glycosylation analysis is enabled in a large
number of samples and it is noticed that glycosylation depends on many different habits and
physical factors. Studies have shown that glycan profiles are changing in different diseases so
it is important to discover the source of these changes. Therefore, this paper tested the impact
of age on the glycosylation of proteins in plasma samples of subjects of The Danish Society
for Childhood Diabetes Registry — DanDiabKids. N-glycan analysis of the above mentioned
samples were done by HILIC-UPLC and the data were statistically processed in Excel and
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MedCalc using Spearman's correlation test. Comparing age of subjects with glycan analysis
results we noticed a correlation in some of the glycan peaks, with the highest Spearman's

correlation coefficient being noticed in glycan peak 6 for male subjects.

We noticed the comparability between the results of the sick children population and existing
data on correlation between glycosylation and the age of healthy children population.
Glycosylation in sick children, as in the healthy children population, is significantly different
from glycosylation in adults. This research proved the connection between N-glycosylation of

plasma proteins and age of children with diabetes mellitus type 1.
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