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1. UvVOD



1.1. Glikozilacija

Glikozilacija je proces posredovan posebnim enzimima zvanim glikoziltransferazama
u kojem dolazi do kovalentnog vezanja ugljikohidrata, odnosno specifi¢nih Secera koji tvore
ugljikohidratne lance (glikane), na polipeptide, lipide i druge organske molekule . Iznimno je
kompleksan kotranslacijski te posttranslacijski proces za kojeg se predvida da se dogada na
vise od pola ukupnih proteina, a posebno je znacajan kod izvanstani¢nih proteina te onih koji
se nalaze na stani¢noj povrsini. Fizikalna svojstva proteina poput topljivosti, stabilnosti i
konformacije su uvelike uvjetovana njihovom glikozilacijom, a takoder ima znacajan utjecaj
na njihove biologke funkcije 2. Mnogobrojni enzimi, transkripcijski faktori i drugi proteini kao
i njihovo medudjelovanje vazni su u formiranju glikana te za razliku od polipeptida na kojima
se nalaze nisu direktno definirani slijedom nukleotida odredenog gena. Proces glikozilacije
pod utjecajem je genskih i okolisnih ¢imbenika $to utje¢e na kompleksnost glikoma (ukupnost
glikana u organizmu/tkivu/stanici ili na pojedinom proteinu). U odnosu na proteom ta
kompleksnost je viSestruka, ponajvise zbog: razli¢itih vrsta Secera koji tvore glikane, razlicitih
mogucnosti njihovog medusobnog povezivanja, stupnja grananja te varijacija u mogucim

glikozilacijskim mjestima na proteinskom dijelu 3.

Jedan od razloga zasto se glikanima pripisuju vazne strukturne i modulacijske uloge je
postojanje glikokaliksa, stani¢nog omotaca sa¢injenog upravo od glikana i glikokonjugata, koji
prekriva eukariotske stanice te izmedu ostalog ima ulogu barijere. Glikani mogu djelovati kao
zastita proteinima od raznih proteaza, a vezani na molekule matriksa imaju vaznu funkciju u
odrzavanju strukture tkiva. Takoder, vazna je njihova uloga kod prepoznavanja od strane
glikan-vezuju¢ih proteina koji se dijele na intrinzi¢ne i ekstrinzi¢ne, odnosno na one Koji
prepoznaju glikane istog organizma te na one koji prepoznaju glikane stranog organizma “.
Posebnu skupinu takvih proteina koji selektivno prepoznaju i vezu glikane putem domene koja
prepoznaje ugljikohidrate zovemo lektinima °. Medusobnim vezanjem lektina i glikana
posredovani su brojni procesi poput: stani¢ne adhezije i migracije, prenosenje signala, vezanje
patogena i prepoznavanja vlastitih stanica. Kao primjeri takvih interakcija mogu se navesti:
proces oplodnje jajne stanice, interakcija porodice lektina zvane selektini s glikanima te njihova
uloga u migraciji limfocita iz cirkulacije u upaljeno tkivo, kao i vezanje virusa influence putem

hemaglutinina (vrsta lektina koji prepoznaje sijalinsku kiselinu na glikanima stanice domacina)
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1.1.1. Promjene glikozilacije u bolesti

lako je naveden tek dio bioloskih uloga glikana moze se zakljuciti kako glikozilacija
ima relevantnu ulogu u fizioloSkim i patofizioloskim stani¢énim procesima, a tome dodatno
pridonosi ¢injenica kako genske pogreske u istoj dovode do teskih bolesti koje se manifestiraju
poremecajem miSi¢nih, neuroloskih i1 razvojnih funkcija, a se nazivaju kongenitalnim
poremeéajima glikozilacije ®. Zadnjih godina broj studija na temu glikozilacije je u velikoj
mjeri porastao te se pokazalo kako dolazi do znacajnih promjena u sastavu i omjeru glikana
kod bolesti poput dijabetesa ‘, reumatoidnog artritisa &, upalne bolesti crijeva ° i raka *°.
Nadalje, mnogi glikani su identificirani kao potencijalni biomarkeri u raznim bolestima te se
pretpostavlja da uz interindividualne razlike u glikozilaciji, koje su primijecene u
populacijskim studijama, imaju vaznu ulogu u dijagnostici, terapiji te predvidanju rizika od

samog nastanka bolesti 2.

1.2. Struktura glikana i njihova sinteza

Nacin vezanja glikana, broj glikanskih struktura i mjesto potencijalnih glikozilacijskih
mjesta uvelike ovise o0 primarnoj strukturi proteina. Nastavno tome, glikane vezane na proteine
dijelimo na one povezane N-glikozidnom ili O-glikozidnom vezom te dodatno postoji vrsta
veze karakteristi¢na za proteine stani¢ne povrsine koji su putem glikozil-fosfatidil-inozitolnih
sidra umetnuti u lipidni dvosloj membrane . Takoder, pronadena je i C-glikozidna veza
izmedu ugljikodirata i triptofana na proteinu, ali se ona rjede pojavljuje 2. Biosinteza N- i O-
vezanih glikana odvija se kotranslacijski i posttranslacijski u endoplazmatskom retikulumu
(ER) i Golgijevom aparatu koji uz transportne vezikule, lizosome i plazmatsku membranu tvori
biosintetski sekretorni put. Glikozilacija se u pravilu odvija na proteinima koji prolaze kroz
navedeni put, ali postoji iznimka kod nuklearnih i citosolnih proteina koji mogu na sebi imati

jednu O-vezanu molekulu N-acetilglukozamina (GIcNAc) 3.



1.2.1. O-vezani glikani

Opisano je nekoliko vrsta O-vezanih glikana koji su karakterizirani vezanjem prvog
Secera na -OH skupinu serina, treonina ili hidroksilizina unutar polipeptida. Ovisno o Seceru
koji je vezan na protein O-vezane glikane dijelimo na: mucine koji su ujedno najzastupljeniji
oblik i na reduciraju¢em kraju imaju N-acetilgalaktozamin (GalNAc), glikozaminoglikane
(GAG) koji svojim dugim lancima vezanim na proteine ¢ine proteoglikane, dok ostali mogu
biti O-vezani putem galaktoze (Gal), fukoze (Fuc), glukoze (Glc), manoze (Man) ili N-
acetilglukozamina. Biosinteza O-vezanih glikana zapo¢inje u kasnom ER-u ili u Golgijevom
aparatu nakon smatanja proteina i pojednostavljeno se moze podijeliti u par faza. Nakon sinteze
nukleotidnih Secera u citoplazmi, dolazi do njihovog prelaska u ER ili Golgijev aparat gdje se
ti Seceri, uz pomoé¢ specifiénih glikoziltransferaza, dodaju na protein . Detaljniji opis

biosinteze biti ¢e pojasnjen na primjeru N-vezanih glikana.

Pronadene su mnoge vazne uloge O-vezanih glikana, a neke od njih ukljucuju utjecaj
na strukturu i stabilnost proteina te posrednu ulogu u prepoznavanju medu proteinima i
imunosti 3. Veé¢ spomenuti mucini imaju ulogu u zastiti od fizickih i kemijskih ¢imbenika kao
i zastitnu ulogu od infekcije patogenima te se nalaze na povrsini epitela gastrointestinalnog,
genitourinarnog i respiratornog trakta 4. Nadalje, smatra se da imaju utjecaj kod prepoznavanja

glikopeptida posredovanim glavnim kompleksom histokompatibilnosti *°.

1.2.2. N-vezani glikani

Poznato je kako N-vezani glikani nastaju kovalentnim povezivanjem sec¢ernih molekula
N-glikozidnom vezom na aminokiselinu asparagin (Asn) unutar polipeptida. Medutim, nije
svaki asparagin N-glikozilacijsko mjesto ve¢ je nuzno da se zadovolji minimalna
aminokiselinska sekvenca u kojoj nakon asparagina dolazi bilo koja aminokiselina osim
prolina (Pro) te ista zavrSava sa serinom (Ser) ili treoninom (Thr). Asn-X-Ser/Thr je slijed
aminokiselina na ¢iji se asparagin ve¢inom vezu N-glikani. Mogu¢i su N-glikani i kod
sekvence Asn-X-Cys, ali uz uvjet da je cistein (Cys) u reduciranom stanju. lako je sekvenca
Asn-X-Ser/Thr nuzna, ona nije presudna u stvaranju N-glikana jer moze doé¢i do
konformacijskih smetnji tijekom svijanja glikoproteina ili do smanjenja efikasnosti
glikozilacije zbog prisutnosti kiselih aminokiselina (aspartat ili glutamat) na mjestu ,, X

Uzimajuci u obzir vrste Secera koji tvore N-glikozidnu vezu s asparaginom otkriveno je pet



razli¢itih nacina povezivanja N-glikana od kojih je najc¢es¢i onaj u kojem se N-

acetilglukozamin povezuje N-glikozidnom vezom tvore¢i GIcNAcp1-Asn 6.

1.2.2.1. Biosinteza N-glikana

Biosintetski put N-glikana naéelno se dogada u dvije faze te prolazi kroz dva stani¢na
odjeljka, ER i Golgijev aparat. Prva faza jednaka je u svim eukariotskim stanicama, dogada se
u ER-u gdje se na lipidnom nosac¢u zvanom dolikol formira oligosaharidna struktura koja se uz
pomoc¢ tranferaza prenosi na Asn ve¢ spomenute sekvence polipeptida. Druga faza zapocinje u
ER-u i nastavlja se u Golgijevom aparatu i okarakterizirana je obradom N-glikana uz pomo¢
glikozidaza i glikoziltransferaza. Za prenosenje Secera, glikoziltransferaze koriste aktivirane

Seéere koji mogu biti vezani na nukleotid ili dolikol 16,

Dolikol (Dol) je dugolancani poliizoprenoidni lipid uronjen u membranu ER-a koji
djeluje kao nosa¢ oligosaharida te isti povezuje preko pirofosforilnog ostatka 1’. Na njega se
prvo veze GICNACc prenosen s UDP-GICNAC te zajedno tvore Dol-P-P-GIcNAc. Nadalje, jos$
jedna molekula GlacNAc se dodaje i uz nju pet molekula Man s GDP-Man pri ¢emu na
citosolnoj strani ER-a nastaje MansGIcNAc2-P-P-Dol. Sljede¢i korak zahtjeva aktivnost
posebnog enzima zvanog flipaza koji nastalu strukture prevodi u lumen ER-a. Kona¢na
oligosaharidna struktura nastaje dodatkom jo$ cetiri Man i tri Glc, ali putem Dol-P-Man,
odnosno Dol-P-Glc koji su nastali na citosolnoj strani i takoder su prebaceni kroz dvoslojnu
membranu ER-a. Nastali prekusor N-glikana sadrzi éetrnaest Secernih jedinica i zapisuje se kao
GlcsMangGIcNAC,-P-P-Dol 6. Na vaznost do sad navedenog puta biosinteze N-glikana
ukazuje postojanje spektra bolesti zvanih kongenitalnim poremecajima glikozilacije tipa 1 koje

nastaju mutacijama ukljucenih enzima (glikoziltransferaze i flipaza) *8.

Oligosaharil transferaza (OST) enzim je kojemu su dvije podjedinice riboforini
(transmembranski glikoproteini hrapavog ER-a koji vezu veliku podjedinicu ribosoma), $to
posljedi¢no omogucuje lokalizaciju njegove trece podjedinice u blizini nastaju¢eg polipeptida
koja na istome ujedno vrsi transfernu reakciju oligosaharida GlcsMangGIcNAC; u cijelosti 1.
Nakon $to je izvrSen prijenos oligosaharida dolazi do bitnih procesa koji odlucuju o sudbini
proteina ovisno o njegovom pravilnom smatanju. Ti procesi mogu se nazvati kontrola kvalitete
ER-a te ukljucuju Saperone (proteini koji omogucuju pravilno smatanje drugih proteina) i razne
enzime za doradu, a jedan od tih je dobro istrazeni put preko glikoproteina kalneksina i

kalretikulina koji prepoznaju djelomi¢no doradene oligosaharide i pomazu u pravilnom
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smatanju proteina na kojima se oni nalaze *°. Glukozidaze 1 i 2 uklanjaju dvije od tri glukoze
s nastalog oligosaharida tvore¢i GlcMangGIcNAC: kojeg prepoznaju kalneksin i kalretikulin te
pomazu glikoproteinu u pravilnom smatanju. Preostalu glukozu uklanja glukozidaza 2 i
ukoliko je protein pravilno smotan ide u daljnu doradu. Onima koji nisu pravilno smotani
poseban enzim iz lumena ER-a vra¢a glukozu na oligosaharidnu strukturu te se ponovo uz
pomoc¢ kalneksina i kalretikulina doraduju. UKoliko se protein ne uspije pravilno smotati on se
putem odredenih procesa izbacuje u citosol gdje dolazi do ubikvitinacije te posljedi¢no

proteosomalne razgradnje 8.

Prije samog prelaska iz ER-a u Golgijev aparat, oligosaharidna struktura na proteinu se
doraduje manozidazom koja uklanja terminalnu manozu s centralne grane i time tvori
MangGIcNAc2. U cis-Golgiju dolazi do daljnjeg uklanjanja manoza posredovano
manozidazama te stvaranja MansGIcNAc: koji dalje prelazi u medijalni-Golgi gdje sluzi kao
prekursor u nastanku kompleksnih i hibridnih oblika N-glikana. Takoder, moguce je da ne dode
do uklanjanja manoza u cis-Golgiju i da kona¢ni protein sadrzi oligomanozne N-glikane. Za
nastanak kompleksnih i hibridnih oblika prvi korak u medijalnom-Golgiju je dodatak GICNAc
na a1-3Man prikladnom transferazom. Nadalje, manozidaze uklanjaju terminalne a1-3Man i
al-6Man te se dodatkom jos jedne molekule GIcNAc na a1-6Man stvara se osnovna struktura
svih bi-antenarnih kompleksnih N-glikana. Tri- i tetra-antenarni oblici dobivaju se dodavanjem
dodatnih GIcNAc na al-3Man i al-6Man. Hibridni glikani nastaju ukoliko ne dode do

dodatnog uklanjanja manoze i zadrzavaju strukturu GIcNAcMansGIcNAC, 6.

Postoje dodatne reakcije koje pridonose velikoj raznovrsnosti zrelih N-glikana, a jedna
od njih je dodavanje Seéera na jezgru N-glikana poput fukozilacije GICNAc koji je vezan za
Asn proteina. Nadalje, moguce su elongacije grana dodavanjem Gal na GlcNac i time stvarajuci
GalB1-4GIcNAc sekvence koje mogu tvoriti nizove. Takoder, bitno je napomenuti i dodavanje
terminalnih Secera na grane N-glikana poput sijalinske kiseline (Sia), Fuc, Gal, GlcNac te

sulfata 16,

1.2.2.2. Vrste N-glikana

Sve vrste N-glikana imaju zajednicku jezgru na koju se dalje vezu razli¢iti Seceri. Ona
se sastoji od dvije molekule GlcNac s jedne strane povezanih na Asn unutar proteina, dok s
druge strane imaju vezane tri molekule Man te se zapisuje kao Manal-3(Manal-6)Manf1-
4GIcNAcB1-4GIcNAcB1-Asn-X-Ser/Thr. Temeljna podjela je na oligomanozni, kompleksni

6



i hibridni tip. Kod oligomanoznog tipa na jezgri se nalaze samo manoze. Komplesni tip je
karakteriziran dodanim GIcNAc kojim se zapocinje stvaranje antena te svaka uz njega sadrzi
barem jednu Gal i najcesce zavrSava sa Sia. Kod hibridnog tipa se na Mana1-6 granu dodaju

Man, dok se na Mana1-3 tvore strukture kao u kompleksnom tipu (Slika 1). 16

Asn
Oligomanozni tip Kompleksni tip Hibridni tip
@) Manoza (Man) O Galaktoza (Gal)
. N-acetilglukozamin (GlcNac) ’ sijalinska kiselina(Sia)

A Fukoza(Fuc)

Slika 1. Osnovni tipovi N-glikana vezanih za Asn polipeptidnog lanca unutar Asn-X-Ser/Thr slijeda ¢,

1.3. Dijabetes tip 2

Dijabetes tip 2, ranije poznat kao dijabetes neovisan o inzulinu ili adultni oblik,
odgovoran je za 90-95% svih slu¢ajeva dijabetesa 2°. Kod tog tipa je znacajno da dolazi do
relativnog nedostatka inzulina uzrokovanim nepravilnim radom -stanica gusterace kao i do
rezistencije na inzulin u ostatku tijela 2X. O samoj ozbiljnosti bolesti, s epidemioloskog i
farmakoekonomskog aspekta, govori cinjenica kako od dijabetesa (svih oblika) boluje
priblizno 463 milijuna odraslih osoba te njihovi zdravstveni troskovi ¢ine 10% ukupnih
globalnih zdravstvenih troskove. Bitno je napomenuti kako se smatra da 50% odraslih ljudi
koji boluju od dijabetesa nemaju dijagnosticiranu bolest 2. Nadalje, procijenjeno je da 374

milijuna odraslih ljudi ima poremeéenu toleranciju glukoze 22 , stanje za koje je dokazano da



povecava rizik od kardiovaskularnih dogadaja te je povezano uz povecan rizik za razvoj

dijabetesa tipa 2 %,

Razvoj dijabetesa tipa 2 pod utjecajem je genskih i okolisnih faktora. Geni koji su u
podlozi disfunkcije B-stanica gusterate u kombinaciji s genima koji utje¢u na adipoznost
stvaraju odredenu predispoziciju za razvoj dijabetesa tipa 2. Medutim, zbog naglog povecanja
broja oboljelih zadnjih godina smatra se kako su okoli$ni ¢imbenici oni koji imaju presudnu
ulogu. Cimbenici koji su najutjecajniji u razvoju bolesti su oni povezani s urbanizacijom i
utjecajem na zivotne navike, a uklju¢uju smanjenu fizi¢ku aktivnost i preveliki unos hrane koja
je ujedno loseg nutritivnog sastava. Takoder, razmatraju se i utjecaji drugih ¢imbenika poput:

okoline in utero, okolisnih kemikalija te mikrobioma .

Simptomi dijabetesa tipa 2 sli¢ni su dijabetesu tipa 1 i ukljucuju: pojacanu zed i suha
usta (polidipsija), cesto uriniranje (poliurija), manjak energije, perifernu neuropatiju,
zamucenje vida i druge. Temelj terapije je promjena zivotnih navika s naglaskom na zdravu
prehranu i redovitu tjelesnu aktivnost, a ovisno o tezini bolesti popracena je oralnim
antidijabeticima %°. Vaznost nefarmakoloskih intervencija kod osoba s poveéanim rizikom za
razvoj dijabetesa tipa 2 dokazana je brojnim studijama u kojima su uvodenje zdravog plana
prehrane te pojacana i redovita tjelesna aktivnost pokazale znacajan utjecaj na sprjecavanje ili

odgodu razvoja bolesti 26?7

Poodmakli oblik bolesti u kojem stanje hiperglikemije nije regulirano neminovno vodi
do mikrovaskularnih ostecenja i daljnjih komplikacija proporcionalnih razini i trajanju
hiperglikemije 28, Biokemijski mehanizmi dodatno aktivirani povisenom razinom glukoze su
visestruki te se podjednako nalaze u pozadini mikro- i makrovaskularnih komplikacija 2.
Spomenuto narusavanje mikrovaskularne strukture razlog je koristenja prefiksa ,,dijabeti¢ka“
kod raznih patofizioloskih stanja poput: nefropatije, neuropatije i retinopatije. Takoder,
zajedno s nizom drugih rizi¢nih faktora, dijabetes tip 2 je u podlozi ubrzanih aterosklerotskih
kardiovaskularnih bolesti, a dodatne mikro- i makrovaskularne komplikacije stvara

hipertenzija koja se javlja s ve¢om ucestalosti kod dijabeti¢ara. *°

Metode koje se koriste u dijagnozi dijabetesa tipa 2 temelje se na mjerenju koncentracije
glukoze u krvi te razlikujemo oralni glukoza tolerans test (OGTT- u kojem se razina glukoze
mjeri 2 sata nakon unosa 759 glukoze) i test odredivanja glukoze nataSte. Nadalje, uveden je i
HbAlc test kojim se odreduje dugoroc¢na hiperglikemija temeljena na zivotnom Vijeku

eritrocita od 120 dana, ali ¢esto pokazuje neto¢ne rezultate uslijed hemolize, bolesti jetre i



bubrega, konzumacije alkohola i drugih faktora *°. Unato¢ &injenici da ne postoje konkretni
dokazi koji bi potvrdili probiranje (eng. Screening) dijabetesa tipa 2 navedenim metodama
efektivnim nacinom suzbijanja njegove epidemije 3!, dovoljna je koli¢ina indirektnih dokaza
koja opravdava oportunisticki probir kod pojedinaca za koje se smatra da imaju povisen rizik
za razvoj dijabetesa tipa 2 2. Daljnje probleme ¢ine ograni¢enja samih probirnih testova u
njihovoj prihvatljivosti (glukoza nataste), vremenskom trajanju (OGTT) te cijeni (HbALlc), ali
i referentne vrijednosti koje su razligito postavljene (Tablica 1) *°. Stoga se provode mnoga
istrazivanja s ciljem pronalaska odgovarajuc¢eg biomarkera koji bi omogucio pravovremenu
dijagnozu kao i procjenu rizika od nastanka dijabetesa tipa 2 medu pojedincima, $to bi

rezultiralo usmjeravanjem fokusa u borbi protiv te bolesti na njenu prevenciju.

Tablica 1. Dijagnosti¢ke referentne vrijednosti .

Parametar Normalno* Predijabetes Dijebetes tip 2
<5,7%?* 5,7% - 6,4%?* >6,5%
HbAlc
<6,0%% 6,0% - 6,4%°
<5,6 mmol/I* 5,6-6,9 mmol/I* >7.0 mmol/I
Glukoza nataste
<6,0 mmol/I® 6,0-6,9 mmol/I®
OGTT <7,8 mmol/Il 7,8 —11,0 mmol/l >11,1 mmol/Il

OGTT, Oralni glukoza tolerans test; *Normalni metabolizam glukoze;
fAmeric¢ka dijabetitka asocijacija; SSvjetska zdravstvena organizacija.

1.3.1. Promjena glikozilacije u bolesti i procjeni rizika za razvoj dijabetesa tipa 2

Kao §to je ve¢ prije spomenuto, mnoga patofizioloSka stanja utjeCu na proces
glikozilacije te na ukupan sastav glikana. Nastavno tome, provedene su studije koje su pratile
promjenu u glikozilaciji proteina u dijabetesu tipa 2. Poznato je da dolazi do promjena u O-
glikozilaciji proteina za koje se pretpostavlja da je odgovorna povecana koncentracija
aktiviranog Se¢era UDP-GICNAC nastala preko heksozaminskog biosintetskog puta u stanju
hiperglikemije 3. Za razliku od O-glikozilacije, promjene kod N-glikana u dijabetesu tipa 2 su
manje istrazene. Ipak, dokazane su znacajne izmjene N-glikana serumskih proteina kod
pacijenata koji boluju od dijabetesa tipa 2. Toc¢nije, doSlo je do znacajnog smanjenja bi-

antenarnih N-glikana s fukoziliranom jezgrom i jednom galaktozom na a1-6 grani ’.

Prije je ve¢ naglaseno kako je vazan Cimbenik u borbi protiv dijabetesa tipa 2

prvenstveno njegova prevencija. Poznato je da kod teskih bolesti poput: septickog Soka,



akutnog koronarnog sindroma i akutnog zatajenja srca cesto dolazi do hiperglikemije. Upravo
se kod pacijenata s navedenim bolestima koji su tijekom istih razvili hiperglikemiju, a da prije
toga nisu pokazivali poremecaje u metabolizmu glukoze, dokazao povecani rizik za razvoj
dijabetesa tipa 2 3%, Nadovezujuéi se na ova saznanja, ispitane su promjene u sastavu N-
glikana serumskih proteina kod pacijenata koji su razvili hiperglikemiju tijekom teskih bolesti
te imaju povecan rizik za razvoj dijabetesa tipa 2. Rezultati su pokazali kako je doslo do
povecéanja grananja, galaktozilacije i sijalinizacije N- glikana serumskih proteina sto povezuje
povecanu kompleksnost plazmatskih N-glikana s ve¢im rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2 i

slabijom regulacijom razine glukoze u krvi *°.

1.4. Alfa-1 kiseli glikoprotein

Alfa-1 kiseli glikoprotein (AGP), poznat kao i orosomukoid (ORM), plazmatski je
protein neobi¢nih svojstava koji je prvi put je opisan 1950. godine 33, AGP je protein kiselih
svojstava (pKa = 2,6) i jako je dobro topljiv u vodi i drugim polarnim otapalima *°. Njegova
izoelektri¢na tocka (pl) je izmedu 2,8 i 3,8 pri fizioloskom pH od 7,4 te je protein koji sadrzi
visoki udio vezanih ugljikohidrata koji ¢ine do 45% njegove ukupne mase “>**, Velik udio (oko
12%) “2 tih ugljikohidrata na proteinu ¢ini sijalinska kiselina, $to je razlog negativnog naboja

AGP-a i posljedi¢no utjece na prirodu reakcija koje AGP moze imati s bioloskim membranama
40

Primarno mjesto sinteze AGP-a je jetra od kuda se dalje izluuje u sistemsku
cirkulaciju, ali dokazano je da se sintetizira i u drugim organima poput srca, zeluca i pluca, §to
dovodi do stabilnih koncentracija AGP-a u serumu koje iznose otprilike 0,1g/1 kod ¢ovjeka i
0,2g/1 u stakora **. Koncentracija AGP-a, koji spada u serumske proteine akutne faze, moze se
viSestruko povecati ovisno o mnogim faktorima. Neki od njih ukljuuju razne stresne
podrazaje: fizicke ozljede, upale, infekcije, trudnocu, ali i kroni¢ne bolesti poput reumatoidnog
artritisa *>°. Kao primjer se moZe uzeti povecanje razine (10-200 puta) jetrene AGP mRNA i
plazmatskog AGP- a kod miseva, Stakora i zeCeva unutar 24 sata od eksperimentalno izazvane
infekcije #1. Kod ljudi je poveéanje umjerenije te iznosi ~2-6 puta *°. Genska ekspresija AGP-
a regulirana je interleukinom-1 (IL-1), interleukinom-6 (IL-6), faktorom tumorske nekroze
(TNF) te glukokortikoidima 647, §to zajedno s ¢injenicom da se njegova razina poveéava u

ranije navedenim situacijama moze sugerirati povezanost AGP-a s raznim imunomodulatornim
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i protuupalnim procesima “°. Takoder, prepoznat je kao jedan od potencijalnih biomarkera u

procjeni rizika smrtnosti od svih uzroka uz albumin, lipoprotein vrlo niske gustoée i citrat “.

1.4.1. Struktura i genske varijante AGP-a

Humani AGP je glikoprotein molekulske mase od 41-43 kDa kojeg ¢ini jedan
polipeptidni lanac od 183 aminokiseline povezane dvjema disulfidnim vezama te mu udio
vezanih ugljikohidrata ¢ini oko 45% ukupne mase *!. Proteinski dio sadrzi pet glikozilacijskih
mjesta (Asn-15, -38, -54, -75, -85) od kojih svako mjesto moze eksprimirati bilo koji oblik N-

vezanih glikana razli¢itog stupnja grananja (bi-, tri- i tetra-antenari) (Slika 2) .

Bi-antenar Tri-antenar Tetra-antenar

Sijalil Lewis X Sijalil Lewis X Sijalil Lewis X

Asn SEh
@) Manoza (Man) O Galaktoza (Gal) A Fukoza(Fuc)
[l  N-acetilgukozamin @  siaiinskakiselina(sia)

(GlcNac)

Slika 2. Primjeri di-, tri-, i tetra-antenarnih N-vezanih glikana humanog AGP-a. Isprekidanim linijama su

oznaceni sijalil Lewis antigeni .

Na kromosomu 9 nalaze se 3 gena (AGP-A, AGP-B i AGP-B') koji kodiraju ukupni
humani AGP “!. AGP-A kodira zastupljeniji oblik serumskog AGP-a (ORM1) dok AGP-B i
AGP-B' (identi¢ni su i vjerojatno nastali nedavnom duplikacijom na kromosomu) kodiraju
manje zastupljeni oblik AGP-a (ORM2) koji se od ORML1 razlikuje u 22 aminokiseline u
primarnoj strukturi.*®%° . Gen za ORM1 je polimorfan i kodira 3 genske varijante: F1, F2 i S
koje se medusobno razlikuju do 5 aminokiselina te se one obicno zajednicki oznacavaju kao

varijante F*S, dok geni za ORM2 kodiraju gensku varijantu A (Tablica 2) *°. Plazmatske
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koncentracije navedenih genskih varijanti AGP-a se razlikuju te se kod zdravih pojedinaca F*S
naprema A odnosi u omjeru ~ 2-3:1 %%, Veé je spomenuto kako se ukupna koncentracija AGP-
a povecava tijekom patofizioloskih stanja. Druge studije pokazale su kako se mijenja i omjer
genskih varijanti samog AGP-a u takvim stanjima . Kod pacijenata oboljelih od karcinoma
pokazalo se da je uz povecanje ukupne koncentracije AGP-a zna¢ajno porastao i omjer F*S
varijanti u odnosu na A i kako su F*S varijante zasluzne za svojstva AGP-a vezana uz reakcije
akutne faze®2. Nisu uocene razlike u ukupnoj koncentraciji AGP-a izmedu muskaraca i zena
niti razlike u relativnim omjerima F*S i A genskih varijanti *3. Medutim, uoéena je razlika u
strukturi izmedu navedenih varijanti, to¢nije izmedu veznih mjesta na proteinskom dijelu.
Unutar veznih mjesta obiju varijanti su jednaka dva reznja, dok je kod F*S varijanti vezno

mjesto Sire te se unutar njega nalazi i dodatni treci rezanj za kojeg se pretpostavlja da je vazan

faktor kod razlike u selektivnosti vezanja razli¢itih liganda izmedu navedenih varijanti >,
Tablica 2. Genske varijante humanog AGP-a #°.
* - Skup Pojedinac¢ne Reznjevi Selektivnost Omjer varijanti
Gen Protein L - . . *
varijanti varijante veznog mjesta vezanja (F1*S/A)
Normalno Bolest
ORM1 AGP-A F1*S F1 [, 1, I Manja 2-3 do8
F2
S
ORM2  AGP-B A A I, Vecéa 1 1
AGP-B' A

*Nomenklatura za gene i proteine se u literaturi koristi naizmjeni¢no

1.4.2. Glikozilacija AGP-a

Za veliku raznolikost ovog glikoproteina, uz ve¢ navedene genske varijante i pet
glikozilacijskih mjesta na proteinskom dijelu, mozda su i najvise zasluzni N- vezani glikanski
lanci koji se dodatno razlikuju po stupnju grananja te po svojim terminalnim Seéerima .
Spomenute varijacije N-glikana na AGP-u su njegove glikoforme te ih je najmanje 20
otkriveno °7, a neke studije pokazuju i do 80 razli¢itih glikoformi °8. Sijalinska kiselina jedan
je od ces¢ih terminalnih Secera, znacajna je za karakteristi¢na svojstva koja AGP pokazuje te

je uvijek vezana na galaktozne ostatke a2-3 ili a2-6 vezom. Neki od glikana mogu imate vezanu
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terminalnu fukozu a1-3 vezom i pri tome tvoriti takozvani sijalil Lewis X antigen *+*°, Jedna
od karakteristika AGP-a je da je njegova glikozilacijska heterogenost pod utjecajem raznih
bolesti te je dokazano da kod pacijenata s akutnim upalnim procesima dolazi do porasta bi-
antenarnih struktura kao i onih koji su al-3 fukozilirani >°. Promjene u sastavu vezanih
terminalnih Secera te relativnog omjera N-vezanih glikana s razli¢itim stupnjem grananja
pokazane su i kod kroni¢nih bolesti poput reumatoidnog artritisa, nekih vrsta raka te dijabetesa
funkcije AGP-a, ali pretpostavlja se kako su vazne prilikom protuupalnih procesa u kojima on

sudjeluje te kod zastite samog proteina od stresnih podrazaja 4.

1.4.3. BioloSke funkcije AGP-a

Smatra se da AGP ima vazne bioloske funkcije te je dokazano kako djeluje kao
molekula s imunomodulatornim i protuupalnim svojstvima, ali njegova fizioloska uloga nije
do kraja razjasnjena *!. Pripadaju¢i pozitivnim proteinima akutne faze njegova se koncentracija
znaajno povecava U takvim reakcijama te uzimajuci u obzir njegova svojstva moze se
pretpostaviti da AGP sudjeluje u vezanju egzogenih i endogenih upalnih medijatora. Dokazano
je da zajedno s bakterijskim lipopolisaharidom (LPS) tvori kompleks AGP-LPS koji
neutralizira toksi¢ni efekt LPS-a te pospjesuje njegovu eliminaciju . Pokazuje protektivnu
ulogu u letalnom Soku izazvanim TNF-om kod miseva koja se prepisuje AGP-ovoj aktivnosti
u inhibiciji agregacije trombocita %. Zanimljivo je kako heterogenost glikoformi ima utjecaj
na ja¢inu ucinka, to¢nije pokazano je kako desijalinizirani oblici imaju jaci u¢inak u inhibiciji
agregacije trombocita . Dokazani su i drugi protektivni u¢inci AGP-a in vivo poput
protektivnog ucinka kod infekcija parazitom P. falciparum te bakterijom K. pneumoniae, kao
i protektivni ucinci kod inflamatornog hepatitisa, hipovolemi¢kog Soka, edematoznog

pankreatitisa i drugih patofiziologkih stanja “2,

Iznimno vazna ulogu AGP-u daje njegova, fizikalno-kemijskim svojstvima uvjetovana,
sposobnost vezanja, pretezito, ali ne ekskluzivno, bazi¢nih lijekova te uz albumin predstavlja
najvazniji serumski transportni protein koji veze lijekove 1 ima utjecaj na njihovu
bioraspolozivost. Osim djelovanja kao transportni protein egzogenih molekula, bitan je i kod
transporta endgogenih molekula steroidne i kateholaminske strukture. Vezanje liganda na AGP
pod utjecajem je mnogih faktora kao $to je koncentracija AGP-a, koncentracija liganda, pH te

prisutnost drugih liganada ili proteina koji mogu utjecati na vezanje. Dodatno, vaznu znacajku
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imaju i ve¢ navedene genske varijante s razli¢itim afinitetima vezanja za odredene ligande kao
i razna fizioloSka i patofizioloSka stanja u kojima dolazi do promjena u heterogenosti

glikoformi ©7.

1.5. LC-ESI-MS

Za istinsko shvacanje bioloskih uloga glikoproteina potrebne su napredne tehnike koje
omogucuju precizno odredivanje razlika u strukturi koje oni posjeduju te saznanje o
¢imbenicima zasluznima za toliku raznolikost. Tehnika koja se pokazala medu najboljima u
davanju strukturnih informacija o glikoproteinima je masena spektrometrija (MS) %. Masena
spektrometrija analiti¢ka je tehnika pomocu koje mozemo saznati informacije o strukturi, ali i
0 molekularnoj masi te koncentraciji spomenutog analita. Pojednostavljeno, svaki se maseni
spektrometar sastoji od Cetiri dijela: ulaza za uzorak, ionizacijskog izvora, analizatora masa te
ionskog detektora. Nakon $to se uneseni analit ionizira jednom od ionizacijskih tehnika, ovisno
o tehnici dolazi do razli¢ite pojavnosti fragmentacije i kolic¢ine ionizacije, dobiveni se ioni
prevode u analizator masa gdje se razdvajaju na temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z).
Ionski detektor ih o€itava i prevodi u elektriéni signal koji se graficki prikazuje kao maseni
spektar na kojemu je prikazana relativna jac¢ina signala u odnosu na m/z komponenti pocetnog

analita 5979,

Veliki napredak u analizi bioloSkih molekula napravljen je otkricem tehnike
elektrorasprsenjem (ESI, eng. electrospray ionization) koja je opisana kao ,,meka“ tehnika jer
prilikom ionizacije generalno ne dolazi do fragmentacije analita . Nadalje, vaznost ovome
otkri¢u doprinosi i ¢injenica da je izvor ionizacije putem tehnike elektrorasprSenja omogucio
uparivanje MS-a na uredaje za tekucinsku kromatografiju (LC, eng. liquid chromatography)
pri ¢emu je nastala iznimno snazna analitiCka tehnika (LC-ESI-MS) sposobna za analizu

kompleksnih bioloskih uzoraka 2.

Kod LC-ESI-MS-a nakon razdvajanja uzorka u prigodnom otapalu pomocu tekucinske
kromatografije, on se relativno niskom brzinom protoka unosi u maseni spektrometar kroz
tanku celicnu kapilaru. Vrh kapilare je pod visokim naponom (2-6kV) §to stvara jako
elektricno polje koje dovodi do rasprSenja uzorka u aerosol ioniziranih kapljica. Protok

inertnog plinovitog dusika (N2) uz kapilaru osigurava bolje rasprSenje te pomaze u prenosenju
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ioniziranih kapljica prema analizatoru masa. Takoder, dolazi do smanjenja kapljica zbog
isparavanja otapala, a za uklanjanje ostatka otapala od ioniziranog analita zasluzna je grijana
kapilara (100-300 °C) koja sluzi za sakupljanje rasprSenog analita i njegovog prevodenja u

analizator masa koji je pod visokim vakuumom 2,

Razlikujemo vise vrsta analizatora masa ovisno 0 principima koje koriste za separaciju
iona. Jedan od njih je kvadrupolni analizator koji je sastavljen od ¢etiri Sipki pod naponom koje
stvaraju oscilirajuce elektri¢no polje unutar kojeg se ioni analita razdvajaju na temelju njihovog
m/z i na temelju stabilnosti njihove putanje. Kada govorimo o tandemskoj masenoj
spektrometriji, unutar istog instrumenta mogu se nalaziti vise analizatora u sekvenci.
Primjerice, kod trostrukog kvadrupola imamo dva kvadrupola medusobno odijeljena
kolizijskom ¢elijom ¢ime se u prvom kvadrupolu na temelju m/z odabiru odredeni analiti koji
se u kolizijskoj celiji, punjenoj najcesce inertnim plinom, dodatno fragmentiraju te potom
analiziraju u tre¢em kvadrupolu. Nadalje, analizatori kojima se separacijska metoda temelji na
brzini prethodno ubrzanih iona nazivaju se analizatori vremena leta ili TOF analizatori (eng.
Time of flight). loni dobiveni na ionizacijskom izvoru ubrzavaju se djelovanjem homogenog
elektri¢nog polja prema specijalnoj cijevi (eng. Flight tube) u kojoj ne djeluje elektri¢no polje
te se razdvajaju na temelju razlike u brzini prije detekcije na drugom kraju cijevi. Svi ioni
dobivaju jednaku kineti¢ku energiju te se sukladno njihovim brzinama vrsi karakterizacija
njihovih masa i naboja. Razvojem tehnologija omoguéene su razne kombinacije tandemskih
analizatora, a jedna od takvih je i kvadrupolni analizator vremena leta (QTOF). lona analita koji
se detektiraju u odredenom trenutku najces¢e ima malo te je za dobivanje kvalitetnog signala
potrebno koristenje amplifikatora. Kao $to ima viSe vrsta ionizacijskih izvora i analizatora

masa, tako razlikujemo i vrste detektora koji ovise o dizajnu instrumenta ™.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA
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Epidemija dijabetesa, uzrokovana pretezito urbanim na¢inom zivota i losim zivotnim
navikama, hara svjetskom populacijom te se ulazu ogromni napori u iznalaZenje naéina da
negativne posljedice koje ona nosi sa sobom, kako zdravstvene tako i ekonomske, budu
svedene na najmanju moguéu mjeru. Epidemioloski podaci koji predvidaju kako 50% odraslih
pojedinaca koji boluju od dijabetesa zapravo nemaju dijagnosticiranu bolest te iznimno veliki
broj ljudi s poremeéajem u toleranciji glukoze 22, stanjem koje esto vodi u razvoj dijabetesa
tipa 2, ukazuju na to kako bi pravovremena dijagnoza te razvoj novih stratifikacijskih metoda,
kojima bi mogli prepoznati pojedince s visokim rizikom za nastanak bolesti, mogli biti vrlo
korisni u borbi protiv epidemije dijabetesa.

Na temelju studija koje su dokazale da je razvoj hiperglikemije u akutnoj bolesti
znadajni pokazatelj poveéanog rizika naknadnog razvoja dijabetesa tipa 2 33 provedena su
daljnja istrazivanja koja su u fokus interesa stavila sastav plazmatskih N-glikana u takvom
stanju. Studijom na populaciji koja je razvila stanje hiperglikemije tijekom akutne bolesti
pokazano je kako je povecana razgranatost N-glikana plazmatskih proteina povezana s
povecanim rizikom za nastanak dijabetesa tipa 2 *°. Medutim, kako ukupni plazmatski N-
glikom sadrzi razliite glikane koji potjecu od razlicitih glikoproteina, kona¢ni zakljuc¢ak o

pravom razlogu i zna¢enju promjene razgranatosti je izostao.

Alfa-1-kiseli glikoprotein plazmatski je glikoprotein koji sadrzi visoko razgranate N-
glikane zbog Cega se pretpostavlja da su izmjene u njegovoj glikozilaciji zasluzne za prethodno
dokazane promjene ukupnog plazmatskog N-glikoma te je izabran kao glikoprotein od interesa
tijekom ovog istrazivanja. Specifi¢ni ciljevi ovoga rada su odredivanje povezanosti razli¢itih
glikoformi AGP-a kod pacijenata koji su prebolili tesku akutnu bolest s poveé¢anim rizikom za
razvoj dijabetesa tipa 2. Zbog iznimne heterogenosti N-glikana humanog AGP-a koja je
posljedica 5 razlic¢itih glikozilacijskih mjesta od kojih sva mogu vezati glikane razlicite
razgranatosti i stupnja sijalinizacije ili fukozilacije ** za analizu uzoraka koristena je
reverzno-fazna LC-MS metoda kojom su dobivene informacije svojstvene svakom

glikozilacijskom mjestu.
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3.1. Ispitanici

Ispitanici koji su uklju¢eni u ovu studiju primljeni su u jedinicu intenzivnog lijecenja
(JIL) Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb (KBC Zagreb) tijekom 6 mjeseci od veljace do srpnja
2013. godine. Ispitani pojedinci jednaki su onima koriStenim u analizi ukupnog N-glikoma
plazmatskih proteina koja je prethodila ovoj studiji *¢. Ukljuéni kriterij definiran je uzimanjem
u obzir zaprimljenih pacijenata u JIL-u starijih od 18 godina bez povijesti poremecaja
metabolizma glukoze koji su zivi otpusteni iz KBC-a. Iskljucni kriteriji su bili: dijagnoza
dijabetesa ili drugih poremecaja metabolizma glukoze prije ili tijekom hospitalizacije, Zene u
trudno¢i i one kojima je u povijesti bolesti zabiljezen gestacijski dijabetes, uzimanje
glukokortikoidne terapije tijekom ili 3 mjeseca prije zaprimanja u JIL. Za dokazivanje ve¢
postojeceg dijabetesa na svim sudionicima izvr$en je oralni glukoza tolerans test (OGTT) te je
izmjerena razina HbAlc. Nadalje, za potvrdu dijabetesa ili drugih poremecaja u metabolizmu
glukoze Koristili su se kriteriji Americke dijabeti¢ke asocijacije. Ukljuéni i iskljucni kriteriji
potvrdeni su na kontrolnom pregledu 6-8 tjedana nakon otpustanja iz KBC-a dogovorenom s
pacijentima koji su potpisali informirani pristanak. Potpisivanje informiranog pristanka
provedeno je prilikom otpustanja iz KBC-a. Pojedinci za koje se sumnjalo da i dalje pokazuju
znakove upalnih procesa ponovno su testirani nakon 2 tjedna. Za utvrdivanje upalnih procesa
ispitanicima je napravljena kompletna krvna slika te je izmjerena koncentracija C-reaktivnog
proteina. Za utvrdivanje N-glikozilacije AGP-a, svakom sudioniku uzet je uzorak krvi nataste
u standardizirane epruvete s antikoagulansima (EDTA i citrat), a potom je odvojena krvna
plazma koja je spremljena na - 20°C do analize. U studiji je sveukupno sudjelovalo 108
sudionika kojima su dodatno zabiljeZeni podaci o visini, kilazi, BMI-u i obiteljskoj anamnezi

vezanoj uz dijabetes te su sazeto prikazani u Tablici 3.

Studija je osmisljena u suglasnosti s Helsinskom deklaracijom te su svi sudionici studije
potpisali informirani pristanak. Takoder, studija je odobrena od strane bolnickog etickog

povjerenstva.
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Tablica 3. Deskriptivna statistika demografskih podataka pacijenata uklju¢enih u studiju.

Hiperglikemija tijekom akutne Bez hiperglikemije tijekom
bolesti akutne bolesti
Broj pacijenata (N) 59 49
Dob (godina) 58 (25 - 79) 54 (18 - 75)
Zenski spol (N,%) 18 (30,5%) 14 (28,6%)
BMI (kg/m2) 242+41 231+£39
Obiteljska anamneza 19 (32,2%) 8 (16,3%)

dijabetesa (N,%)

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Obogacéivanje AGP-a iz uzoraka plazme

Koriste¢i dio postupka metode za izolaciju AGP-a, iz uzoraka humane plazme, AGP je
obogaden precipitacijom ,,seromukoidne* frakcije "°. 1z svakog uzorka plazme, uzetih iz
populacije ispitanika opisanih ranije, 50ul je prebaceno u jazice PCR plocice u formatu s 96
jazica (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD). U svakoj jazici plazma je pomijesana s 1,2M
perkloratom (Merck, Darmstadt, Germany) 1:1 (v:v) rezultiraju¢i koncentracijom perklorata
od 0,6M koja se pokazala optimalnom u dobivanju AGP-a s minimalnom kontaminacijom
drugim proteinima ’°. Potom su uzorci centrifugirani 20 minuta na 1200g pri temperaturi od
5°C (Jouan CT, Thermo Scientific). Koriste¢i interno izradene 3D isprintane adaptere
supernatant je prebac¢en u novu PCR plocicu centrifugiranjem na 15¢g tijekom 30 sekundi.
Supernatantu u novoj PCR ploc¢ici je dodana 1/10 (=70uL) volumena 2% fosfotungisti¢ne
kiseline (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, SAD) u 2N HCI (VWR International, Radnor, PA,
SAD) te je sve centrifugirano 20 minuta na 1200g pri 5°C. Nakon centrifugiranja, supernatant
je odbacen u praznu PCR plocicu koriste¢i ve¢ spomenute 3D adaptere centrifugiranjem na
15¢g tijekom 30 sekundi ¢ime se dobila ,,seromukoidna“ frakcija s obogacenim AGP-om u
preostalom precipitatu. Zavr$ni korak zahtijeva dobivanje bistre otopine dodavanjem ~40 uL
of 0,AN NaOH (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, SAD) u preostali precipitat.
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3.2.2. Redukcija, alkilacija i digestija tripsinom

Solubiliziranim precipitatima dodano je po 5uL 1,5% RapiGest SF surfaktanta (Waters,
Milford, MA, SAD) koji je pripremljen s 30mM amonijevim bikarbonatom (Acros Organics,
Geel, Belgija) te je uslijedila inkubacija od 5 minuta u pec¢i na 60°C. Potom je uzorcima dodano
po Sul 60mM ditiotrietola (DTT) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, SAD) koji djeluje kao
reducirajuce sredstvo te su se uzorci vratili na inkubaciju od 30 minuta na 60°C. Kao sredstvo
za alkilaciju, nakon $to su se uzorci ohladili na sobnu temperaturu, dodano je 5uL 160mM
jodoacetamida (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, SAD) te su uzorci stavljeni na tresilicu tijekom
inkubacije u mraku od 30 minuta. Djelovanje viska jodoacematida ponisteno je dodavanjem
IuL 200mM DTT-a, a nakon toga se za postizanje pH vrijednosti potrebne za digestiju
tripsinom dodalo 1uL 2M amonijeva bikarbonata. Nadalje, proces tripsinizacije zapocet je
dodavanjem 4uL 0,4ug/ul. TPCK-tretiranog tripsina (Promega, Madison, WI, SAD) koji je
pripremljen s 50mM octenom Kiselinom (Promega, Madison, W1, SAD) te su uzorci stavljeni
na inkubaciju preko noc¢i na 37°C. Sljede¢i dan dodano je 2uL. 1N HCI i uzorci su stavljeni na
inkubaciju od 45 minuta na 37°C kako bi se razgradio ostatak surfaktanta RapiGest SF te kako

ne bi kasnije smetao tijekom masene spektrometrije.

3.2.3. HILIC-SPE obogaéivanje glikopeptida

Na polipropilenskoj filter plocici s 96 jazica (Orochem, Naperville, IL, SAD)
glikopeptidi su obogaceni koriste¢i se ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi uz kromatografiju
temeljenoj na hidrofilnim interakcijama (eng. Hydrophilic interaction chromatography based
solid-phase extraction, HILIC-SPE). Pripremljena je 50mg/mL suspenzija Chromabond®
HILIC kuglica (Macherey-Nagel, Duren, Njemacka) s 0,1% trifluorooctenom kiselinom (TFA)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, SAD) te je u svaku jazicu dodano 0,1mL pripremljene
suspenzije. Filter plo¢ica, ispod koje se nalazi plocica za otpad, postavljena je iznad vakuumske
pumpe (Millipore Corporation, Billerica, MA, SAD) te se uz primjenu vakuuma uklanjalo
otapalo. Sve jaZice su prvotno kondicionirane ispiranjem dva puta s 250 pL 0,1% TFA nakon
¢ega su stavljeni u pocetne uvjete ispiranjem dva puta s 250ul 90% acetonitrilom (ACN) (VWR
International, Radnor, PA, SAD) + 0,1% TFA. Nadalje, uzorci u kojima se nalaze glikopeptidi
razrijedeni su sa 450uL ACN + 0.1% TFA i takvi prebaceni u jazice plocice iznad vakuumske
pumpe. Dodatno, uzorci su ispirani dva puta s 250ul ACN + 0,1% TFA. U zavr$nom koraku

obogaceni glikopeptidi eluirani su u PCR plocicu, postavljenu umjesto plocice za otpad, s 200
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ul 0,1% TFA. Potom je dobivenom eluatu uklonjen ostatak otapala u SpeedVac vakuumskom

koncentratoru (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD) te je skladisten na —20°C do analize.

3.2.4. RP-LC-ESI-MS(/MS)

Za separaciju AGP glikopeptida dobivenih tripsinizacijom koristen je nanoACQUITY
UPLC sustav (Waters, Milford, MA, SAD) spregnut s Compact masenim spektrometrom
(Bruker Daltonics, Bremen, Njemacka) koriste¢i ionski izvor CaptiveSpray nanoBooster
(Bruker Daltonics, Bremen, Njemacka). Povecanje ionizacije glikopeptida postignuto je
dodavanjem ACN-a u struju dusika. Uzorcima je dodano 30uL ultraciste vode i prije unoSenja
u Acclaim PepMapl100 C8 (5 mmx300 um i.d.) pretkolonu (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD), na kojoj su ispirani 3 minute s 0,1% TFA (Otapalo A) protokom od
40uL/min, glikopeptidi su razrijedeni 10 puta. Koriste¢i Halo C18 nano-LC kolonu (150
mmx75 pum i.d.) s 2.7um HALO desticama fuzionirane jezgre (Advanced Materials
Technology, Wilmington, DE, SAD) glikopeptidi AGP-a su razdvojeni na temelju razlika u
peptidnoj osnovi. Gradijentno eluiranje se vrsilo ukupno 16,5 minuta s brzinom protoka od 1
uL/min na temperaturi kolone koja je iznosila 30°C. Tijekom prvih 5 minuta se udio 80% ACN
(Otapalo B) povecao s 0% do 20%, a tijekom preostalih 11.5 minuta s 20% do 50%.

Svakom analitu snimljen je fragmentacijski spektar za glikanski i peptidni dio .
NanoACQUITY UPLC sustavom se upravljalo HyStar softverom, verzija 4.2 (Bruker
Daltonics, Bremen, Njemacka). Uzimajuéi raspon masa od m/z 100 do m/z 4000 maseni spektri
su snimani frekvencijom od 0,5 Hz. Kolizijska ¢elija je bila ispunjena argonom te su kolizijska
i ionska energija postavljene na 4 eV. Pomocu softvera GlycoWorkbench 7’ i GlycoMod ™

odredeni su sastav i struktura glikana.

3.2.5. Obrada podataka

Za automatsku relativnu kvantifikaciju podataka dobivenih MS-om koristen je
LaCyTools (verzija 1.0.11.0.1 b.9). Prije ekstrakcije podataka datoteke koriStene u obradi
prebacene su u mzXML oblik MSConvert alatom (ProteoWizard verzija 3). Kromatogrami su
uskladeni uzimajuci u obzir pet najsnaznijih glikopeptidnih signala, dok je na trostruko i
Cetverostruko nabijenim ionima izvrSena integracija vrSaka tako da sadrze najmanje 90%

teorijske izotopne distribucije. Omjer signala i Suma (vec¢i od 9) integriranog signala, devijacija
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od teorijske izotopne distribucije (manja od 25%) i to¢nost mase (izmedu -35 i 35ppm) sluzili
su kao kontrola kvalitete u dokazivanju prisutnosti glikopeptida kod odredenog signala. Kako
bi se izbjegla varijacija u jacini signala izmedu uzoraka te omogucéila njihova medusobna
usporedba zbrojeni izvuceni signali za trostruko i ¢etverostruko nabijene ione su normalizirani

prema ukupnoj integriranoj povrsini po glikozilacijskom mjestu.

3.2.6. Statisticka analiza

Tehnicke razlike u pripremi i analizi uzoraka iz razlicitih serija koje nisu povezane s
bioloskim varijacijama mogu biti primijecene tijekom eksperimenta te dovesti do promjena u
dobivenim rezultatima, a korekcijom Sarznog u¢inka svedene su na najmanju mogucu mjeru.
Korekcija je izvrSena koristenjem ComBat metode u ,,sva“™ programskom paketu programskog
jezika R, a prije toga su mjerenja logaritamski transformirana. Kao serijska kovarijanca je
modeliran redni broj plocice s uzorcima koji je ujedno predstavljao izvor tehni¢kih razlika u
pripremi i analizi. Potom se u cilju dobivanja §to preciznijih rezultata procijenjeni Sarzni u€inak

oduzeo od vrijednosti logaritamski transformiranih mjerenja.

Koristenjem logisti¢ke regresije u kojoj su zasebno za svako derivirano svojstvo glikana
kao dodatne kovarijance ukljuceni dob i spol, analizirana je poveznica izmedu hiperglikemije
i deriviranih svojstva glikopeptida AGP-a. Pomoc¢u R programskog paketa ,,GenABEL*
varijable glikanskih svojstava su tranformirane u standardnu normalnu distribuciju ¢ime one
uvijek imaju jednaku standardiziranu varijancu te se omjeri izgleda mogu usporedivati izmedu
razli¢itih glikanskih svojstava. Promjena od jedne standardne devijacije za svaku varijablu
odgovara procijenjenoj veli¢ini efekta. Od procedura za kontrolu pogresaka do kojih dolazi pri
viSestrukom testiranju koriStena je Benjamini-Hochberg-ova FDR (eng. False discovery rate)

metoda.

Analiza i vizualizacija podataka izvrSena je u programskom jeziku R (verzija 3.5.1.)
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Uzorci ispitanika obradeni su na nacin kojim su dobiveni obogaceni glikopeptidi AGP-
a koji su potom analizirani reverzno-faznom LC-MS metodom, $to je ranije detaljnije
pojasnjeno. Time se htio vidjeti sastav glikana svakog pojedina¢nog glikozilacijskog mjesta
AGP-a i medusobno usporediti N-glikanski profil AGP-a kod pacijenata kod kojih je
zabiljezena hiperglikemija tijekom akutne bolesti s onima kod kojih to nije bio slucaj.
Uzimajuéi u obzir veéi broj glikozilacijskih mjesta na AGP-u te vise genskih varijanti koje se
eksprimiraju u ljudi, analizom uzoraka dobivena je velika koli¢ina podataka u kojoj su
promatrane razlicite glikanske strukture s ukupno 7 razliCitih glikozilacijskih mjesta.
Tripsinizacijom uzoraka dobiveni su manji peptidni sljedovi, a oni koji su obuhvacali
glikozilacijsko mjesto i time sadrzavali glikane dodatno su obogaceni koristeci se ekstrakcijom
na ¢vrstoj fazi uz kromatografiju temeljenoj na hidrofilnim interakcijama. Takvi glikopeptidi
su razdvojeni na reverzno-faznom nanoUPLC sustavu spregnutim s ESI-gTOF masenim

spektrometrom na temelju razlike u peptidnim okosnicama i rezultati analize su prikazani na
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Slika 3. Kromatogram izoliranih iona (eng. Extracted ion chromatogram, EIC) nekoliko najzastupljenijih glikana
za svako glikozilacijsko mjesto i gensku varijantu koje vidimo. Uz pikove koji odgovaraju odredenom vremenu
zadrZavanja u istoj boji je oznaceno 0d koje genske varijante potje¢u analizirani glikani tog glikozilacijskog mjesta
te peptidni slijed na kojem se nalaze. Rimskim brojevima oznacena su glikozilacijska mjesta. Genske varijante

AGP-a su objasnjene ranije u tekstu te su saZeto prikazane u Tablici 2.
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Nadalje, kako bi se odredili glikani koji se nalaze na pojedinom glikozilacijskom
mjestu analizirani su maseni spektri za svako od njih. Na Slici 4 je prikazan maseni spektar
prvog glikozilacijskog mjesta AGP-a genske varijante ORM1*F1 sa zabiljezenim glikanskim
strukturama za najintenzivnije signale. To¢na struktura N-glikana koja odgovara dobivenim
signalima razaznala se usporedivanjem dobivenih m/z vrijednosti s m/z vrijednostima
teoretskih N-glikana pretrazivanih za svako glikozilacijsko mjesto koje su, uz formulu koja

odgovara sastavu tih glikana i vremenom zadrzavanja na koloni, prikazane u Tablici 4.
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Slika 4. Spektar prvog glikozilacijskog mjesta ORM1*F1 genske varijante snimljen ESI-gTOF masenim
spektrometrom. Uz najintenzivnije signale su oznacene strukture N-glikana koje se po dobivenoj m/z vrijednosti
poklapaju s teoretskom vrijednosti pretrazivanih N-glikana za odredeno glikazilacijsko mjesto vidljivih u
Tablici 4.
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Tablica 4. Teoretski sastavi N-glikana koji su pretrazivani za svako glikozilacijsko mjesto.

Sastav glikana masa m/z 3+ m/z 4+ tr/s  Sastav glikana masa m/z 3+ m/z 4+ trls
VORMIIN4H5S1 26750438 892,6885  669,7682 461  IVORMING6H7S1F1 4704,8887  1569,3035 1177,2295 889
VORMIIN4H5S2 2966,1392 989,7204 7425421 461  IVORMINGH7S2F1 4995,9842  1666,3353 1250,0033 889
VORMIIN4H5S2F1  3112,1971  1038,4063 779,0566 461  IVORMINGH7S3F1 5287,0796 1763,3671 13227772 889
VORMIIN5H5S1 2878,1232 960,3817  720,5381 461  IVORMINGH7S4F1 5578,1750  1860,3989 13955510 889
VORMIIN5H5S2 3169,2186 1057,4135 793,3119 461  IVORMINGH7S2F2 5142,0421 17150213 1286,5178 889
VORMIINSH5S2FL 33152765 1106,0994 829,8264 461  IVORMINGH7S3F2 5433,1375 1812,0531 1359,2916 889
VORMIIN5H6S1 3040,1760 1014,3993 761,0513 461  IVORMINGH7S4F2 5724,2329  1909,0849  1432,0655 889
VORMIIN5H6S2 3331,2714 1111,4311 833,8251 461  IVORMIN7H8S2 5215,0584 1739,3601 1304,7719 889
VORMIIN5H6S3 3622,3668 1208,4629 906,5990 461  IVORMIN7H8S3 5506,1539  1836,3919  1377,5457 889
VORMIINSH6S1F1 ~ 3186,2339  1063,0852 797,5658 461  IVORMIN7H8S4 5797,2493  1933,4237  1450,3196 889
VORMIINSH6S2F1  3477,3293  1160,1171 870,3396 461  IVORMIN7H8S2F1 5361,1164 1788,0461 1341,2864 889
VORMIINSH6S3F1 37684248 1257,1489 943,1135 461  IVORMIN7H8S3F1 5652,2118 18850779  1414,0602 889
VORMIINSH6S3F2  3914,4827 1305,8348 979,6279 461  IVORMIN7H8S4F1 5943,3072 1982,1097  1486,8341 889
VORMIIN6H7S1 3405,3082 1136,1100 852,3343 461  IVORMINSHIS3 5871,2861 1958,1026  1468,8288 889
VORMIIN6H7S2 3696,4036 12331418 9251082 461 IVORMIN8H9S4 6162,3815 20551344  1541,6026 889
VORMIIN6H7S3 3987,4990 13301736 997,8820 461  IVORMINSHIS4F1 6308,4394 2103,8204 1578,1171 889
VORMIIN6H7S4 4278,5945 14272054 1070,6559 461  IORMISORMIIAN4H5S1 3321,4856 1108,1691 831,3787 949
VORMIINGH7S1FL  3551,3661 1184,7960 888,8488 461  IORMISORMIIAN4H5S2 3612,5810 12052009 904,1525 949
VORMIIN6H7S2F1  3842,4615 1281,8278 9616227 461 IORMISORMIIAN4HSS2F1  3758,6389  1253,8869  940,6670 949
VORMIIN6H7S3FL 41335569 1378,8596  1034,3965 461  IORMISORMIIANSH5S1 3524,5650 11758623 882,1485 949
VORMIINGH7S4FL  4424,6524 14758914  1107,1704 461  IORMISORMIIANSH5S2 3815,6604 1272,8941  954,9224 949
VORMIIN6H7S2F2 39885194 1330,5138 998,1371 461 IORMISORMIIANSH5S2F1  3961,7183  1321,5800 991,4368 949
VORMIINGH7S3F2 ~ 4279,6149  1427,5456  1070,9110 461  IORMISORMIIANSH6S1 3686,6178  1229,8799  922,6617 949
VORMIINBH7S4F2  4570,7103  1524,5774 1143,6848 461  IORMISORMIIANSH6S2 3977,7132 13269117 9954356 949
VORMIIN7H8S2 40615358 1354,8525 1016,3912 461  IORMISORMIIAN5H6S3 4268,8086 14239435 1068,2094 949
VORMIIN7H8S3 43526312  1451,8844 1089,1651 461 IORMISORMIIANSH6SIF1 — 3832,6757 12785658 959,1762 949
VORMIIN7H8S4 4643,7267 1548,9162 11619389 461 IORMISORMIIANSHES2F1  4123,7711 13755976  1031,9501 949
VORMIIN7H8S2F1  4207,5937  1403,5385 1052,9057 461 |IORMISORMIIANSHGS3F1  4414,8665 1472,6295 1104,7239 949
VORMIIN7H8S3F1  4498,6891 1500,5703 11256796 461 IORMISORMIIANSH6S3F2 45609244 1521,3154 11412384 949
VORMIIN7H8S4F1  4789,7846  1597,6021 11984534 461  IORMISORMIIANGH7S1 4051,7500 13515906 1013,9448 949
VORMIIN8H9S3 4717,7634  1573,5951 11804481 461  IORMISORMIIANGH7S2 43428454  1448,6224 1086,7186 949
VORMIIN8H9S4 5008,8588 1670,6269 1253,2220 461  IORMISORMIIANGH7S3 4633,0408 15456542 1159,4925 949
VORMIINSH9S4F1  5154,9168 1719,3129 1289,7365 461 IORMISORMIIANGH7S4 4925,0362 16426860 1232,2663 949
VORMIN4H5S1 2689,0595 897,3604  673,2721 494  IORMISORMIIANGH7SIF1  4197,8079 14002766 1050,4592 949
VORMIN4H5S?2 2980,1549 994,3922  746,0460 494 IORMISORMIIANGH7S2F1  4488,9033  1497,3084 1123,2331 949
VORMIN4H5S2F1  3126,2128  1043,0782 7825605 494  IORMISORMIIANGH7S3F1  4779,9987  1594,3402  1196,0070 949
VORMIN5H5S1 2892,1388 9650536  724,0420 494 IORMISORMIIANGH7S4F1 ~ 5071,0941 1691,3720 1268,7808 949
VORMIN5H5S2 3183,2343 1062,0854 796,8158 494 IORMISORMIIANGH7S2F2  4634,9612 15459943 1159,7476 949
VORMINSH5S2F1 33292922  1110,7713  833,3303 494  IORMISORMIIANGH7S3F2  4926,0566 1643,0262 12325214 949
VORMIN5H6S1 3054,1917 10190712 764,5552 494  IORMISORMIIANGH7S4F2  5217,1521  1740,0580 1305,2953 949
VORMIN5H6S?2 33452871 1116,1030 837,3290 494  IORMISORMIIAN7H8S2 47079776  1570,3331 1178,0017 949
VORMIN5H6S3 3636,3825 1213,1348 910,1029 494  IORMISORMIIAN7H8S3 4999,0730  1667,3649 1250,7755 949
VORMIN5HES1F1  3200,2496  1067,7571 801,0697 494  IORMISORMIIAN7H8S4 5290,1684 1764,3968  1323,5494 949
VORMINSHBES2F1  3491,3450  1164,7889 873,8435 494  IORMISORMIIAN7H8S2F1  4854,0355 1619,0191 12145162 949
VORMINSH6S3F1  3782,4404 1261,8207 946,6174 494  IORMISORMIIAN7H8S3F1 51451309 1716,0509 1287,2900 949
VORMIN5H6S3F2  3928,4983  1310,5067 983,1319 494  IORMISORMIIAN7H8SAFL  5436,2263  1813,0827  1360,0639 949
VORMIN6H7S1 3419,3239  1140,7819 8558382 494  IORMISORMIIANSH9S3 5364,2052 1789,0757 1342,0586 949
VORMINBH7S2 3710,4193 1237,8137 928,6121 494  IORMISORMIIANSH9S4 5655,3006 1886,1075 1414,8324 949
VORMINGH7S3 4001,5147 1334,8455 1001,3859 494 IORMISORMIIANSH9SAF1  5801,3585 1934,7935 1451,3469 949
VORMINGH7S4 4292,6101 1431,8773 1074,1598 494  IORMIFN4H5S1 3692,6912 1231,9044 924,1801 1113
VORMINGH7S1IF1 35653818 1189,4679 8923527 494  IORMIFN4H5S2 3983,7867 13289362 996,9539 1113
VORMINGBH7S2F1  3856,4772  1286,4997 9651266 494  IORMIFN4H5S2F1 4129,8446  1377,6221 1033,4684 1113
VORMINGH7S3F1  4147,5726  1383,5315 1037,9004 494  IORMIFN5H5S1 3895,7706 12995975 974,9499 1113
VORMINGH7S4F1  4438,6680 1480,5633 1110,6743 494  IORMIFN5H5S2 4186,8660 1396,6293 1047,7238 1113
VORMINGBH7S2F2 40025351 1335,1856  1001,6410 494  IORMIFN5H5S2F1 4332,9239 14453153 1084,2383 1113
VORMIN6H7S3F2  4293,6305 1432,2174 1074,4149 494  |ORMIFN5H6S1 4057,8234 1353,6151 10154631 1113
VORMING6H7S4F2 45847259  1529,2492  1147,1888 494  IORMIFN5H6S2 4348,9188  1450,6469 1088,2370 1113
VORMIN7H8S2 40755515 1359,5244 10198951 494  IORMIFN5H6S3 4640,0143  1547,6787 1161,0108 1113
VORMIN7H8S3 4366,6469 14565562 1092,6690 494  IORMIFN5H6S1F1 42038813  1402,3011 10519776 1113
VORMIN7H8S4 4657,7423  1553,5880 11654428 494  IORMIFN5H6S2F1 44949768  1499,3329  1124,7515 1113
VORMIN7H8S2F1  4221,6094 1408,2104 1056,4096 494  IORMIFN5H6S3F1 4786,0722  1596,3647 11975253 1113
VORMIN7H8S3F1 45127048 1505,2422 1129,1835 494  IORMIFN5H6S3F2 4932,1301 16450506 1234,0398 1113
VORMIN7H8S4F1  4803,8002 1602,2740 12019573 494  IORMIFN6H7S1 4422,9556 14753258 1106,7462 1113
VORMINBH9S3 4731,7791 15782670 1183,9520 494  IORMIFN6H7S2 4714,0510 1572,3576 1179,5200 1113
VORMINBH9S4 5022,8745 16752988 1256,7259 494  IORMIFN6H7S3 5005,1465 1669,3894 1252,2939 1113
VORMINSH9S4F1 51689324 1723,9847 12932404 494  IORMIFN6H7S4 5296,2419  1766,4212 13250677 1113
IIORMN4H5S1 2709,0169 904,0129  678,2615 495 IORMIFN6H7S1F1 4569,0135 1524,0118 1143,2607 1113
IIORMN4H5S2 3000,1123  1001,0447  751,0354 495 IORMIFN6H7S2F1 4860,1090 1621,0436 1216,0345 1113
IIORMN4H5S2F1  3146,1703  1049,7307 787,5498 495  IORMIFN6H7S3F1 5151,2044 17180754 1288,8084 1113
IIORMN5H5S1 2912,0963 971,7060  729,0313 495  IORMIFN6H7S4F1 5442,2998 18151072 1361,5822 1113
IIORMNS5H5S?2 32031917 1068,7378 801,8052 495 IORMIFN6H7S2F2 5006,1669  1669,7296  1252,5490 1113
IIORMNSH5S2F1  3349,2496 1117,4238  838,3197 495  IORMIFN6H7S3F2 5297,2623 1766,7614 13253228 1113
IIORMNS5H6S1 3074,1491 10257236  769,5446 495  IORMIFNG6H7S4F2 5588,3577  1863,7932 1398,0967 1113
IIORMN5H6S?2 33652445 1122,7555 842,3184 495  IORMIFN7H8S2 5079,1832 1694,0684 1270,8031 1113
IIORMN5H6S3 3656,3400 1219,7873 9150923 495  IORMIFN7HSS3 5370,2787 1791,1002 13435769 1113
IIORMNSHB6S1IF1  3220,2070  1074,4096 806,0590 495  IORMIFN7H8S4 5661,3741 1888,1320 1416,3508 1113
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Tablica 4. (nastavak).

IIORMN5H6S2F1
IIORMN5H6S3F1
IHORMN5H6S3F2
IHIORMNG6H7S1
IHORMNG6H7S2
IHIORMNG6H7S3
IHIORMNG6H754
IHIORMNG6H7S1F1
IHIORMNG6H7S2F1
IHIORMNG6H7S3F1
IHIORMNG6H7S4F1
IHORMNG6H7S2F2
IIORMNG6H7S3F2
IIORMNG6H7S4F2
IIORMN7H8S2
IIORMN7H8S3
IIORMN7H854
IIORMN7H8S2F1
IIORMN7H8S3F1
IIORMN7H8S4F1
IHORMNB8H9S3
IIORMN8H954
IIORMN8H9S4F1
IVORMIN4H5S1
IVORMIN4H5S2
IVORMIN4H5S2F1
IVORMIN5H5S1
IVORMIN5H5S2
IVORMIN5H5S2F1
IVORMIN5H6S1
IVORMIN5H6S2
IVORMIN5H6S3
IVORMIN5H6S1F1
IVORMIN5H6S2F1
IVORMIN5H6S3F1
IVORMIN5H6S3F2
IVORMING6H7S1
IVORMING6H7S2
IVORMING6H7S3
IVORMING6H7S4

3511,3025
3802,3979
3948,4558
3439,2813
3730,3767
4021,4722
43125676
3585,3392
3876,4346
4167,5301
4458 6255
4022,4926
4313,5880
4604,6834
4095,5089
4386,6044
4677,6998
42415668
4532,6623
4823,7577
4751,7365
5042,8320
5188,8899
3828,5664
4119,6619
4265,7198
4031,6458
4322,7412
4468,7991
41936986
4484,7941
4775,8895
4339,7565
4630,8520
4921,9474
5068,0053
4558,8308
4849,9263
5141,0217
5432,1171

1171,4414
1268,4732
1317,1592
1147,4344
1244,4662
1341,4980
1438,5298
1196,1204
1293,1522
1390,1840
1487,2158
1341,8381
1438,8699
1535,9017
1366,1769
1463,2087
1560,2405
1414,8629
1511,8947
1608,9265
1584,9195
1681,9513
1730,6372
1277,1961
1374,2279
1422,9139
1344,8892
1441,9210
1490,6070
1398,9068
1495,9386
1592,9704
14475928
1544,6246
1641,6564
1690,3424
1520,6176
1617,6494
1714,6812
1811,7130

878,8329

951,6067

988,1212

860,8276

933,6015

1006,3753
1079,1492
897,3421

970,1159

1042,8898
1115,6636
1006,6304
1079,4043
1152,1781
1024,8845
1097,6584
1170,4322
1061,3990
1134,1728
1206,9467
1188,9414
1261,7153
1298,2297
958,1489

1030,9227
1067,4372
1008,9187
1081,6926
1118,2071
1049,4319
1122,2058
1194,9796
1085,9464
1158,7203
1231,4941
1268,0086
1140,7150
1213,4888
1286,2627
1359,0365

889

IORMIFN7H8S2F1
IORMIFN7H8S3F1
IORMIFN7H8SAF1
IORMIFN8H9S3
IORMIFN8H9S4
IORMIFN8H9S4F1
IIORMN4H5S1
IIORMN4H5S2
IIORMN4H5S2F1
IIORMN5H5S1
IIORMN5H5S2
IIORMNS5H5S2F1
IIORMN5HG6S1
IIORMN5HG6S2
IIORMN5HG6S3
IIORMNS5HG6S1F1
IIORMNS5HG6S2F1
IIORMNS5HG6S3F1
IIORMNS5HGS3F2
IIORMNGH7S1
IIORMNGH7S2
IIORMNGH7S3
IIORMNGH7S4
IIORMNGH7S1F1
IIORMNGH7S2F1
IIORMNGH7S3F1
IIORMNGH7S4F1
IIORMNGH7S2F2
IIORMNGH7S3F2
IIORMNGH7S4F2
IIORMN7H8S2
IIORMN7H8S3
IIORMN7H8S4
IIORMN7H8S2F1
IIORMN7H8S3F1
IIORMN7H8S4F1
IIORMN8H9S3
IIORMN8H9S4
IIORMNB8H9S4F1

5225,2411
5516,3366
5807,4320
5735,4109
6026,5063
6172,5642
3832,6235
4123,7190
4269,7769
4035,7029
4326,7983
4472,8562
4197,7557
4488,8512
4779,9466
4343,8137
4634,9091
4926,0045
5072,0624
4562,8879
4853,9834
5145,0788
5436,1742
4708,9458
5000,0413
5291,1367
5582,2321
5146,0992
5437,1946
5728,2900
5219,1156
5510,2110
5801,3064
5365,1735
5656,2689
5947,3643
5875,3432
6166,4386
6312,4965

1742,7543
1839,7861
1936,8179
1912,8109
2009,8427
2058,5287
1278,5485
1375,5803
1424,2662
1346,2416
1443,2734
1491,9594
1400,2592
1497,2910
1594,3228
1448,9452
1545,9770
1643,0088
1691,6947
1521,9699
1619,0017
1716,0335
1813,0653
1570,6559
1667,6877
1764,7195
1861,7513
1716,3737
1813,4055
1910,4373
1740,7125
1837,7443
1934,7761
1789,3984
1886,4302
1983,4620
1959,4550
2056,4868
2105,1728

1307,3176
1380,0914
1452,8653
1434,8600
1507,6338
1544,1483
959,1632

1031,9370
1068,4515
1009,9330
1082,7069
1119,2213
1050,4462
1123,2201
1195,9939
1086,9607
1159,7345
1232,5084
1269,0229
1141,7293
1214,5031
1287,2770
1360,0508
1178,2437
1251,0176
1323,7914
1396,5653
1287,5321
1360,3059
1433,0798
1305,7862
1378,5600
1451,3339
1342,3006
1415,0745
1487,8483
1469,8431
1542,6169
1579,1314

Teoretski sastavi N-glikana za svako glikozilacijsko mjesto prikazani su formulom i poredani prema vremenu

zadrzavanja na koloni u sekundama, tr; kraj svakog teoretskog glikana su naznacene njegove mase kao i omjeri

masa i naboja, m/z; ORM, kratica za orosomukoid i drugi naziv za alfa-1 kiseli glikoprotein; rimski brojevi
(LILIILIV,V) ispred ORM oznacavaju glikozilacijsko mjesto, rimski brojevi (I1) i slova (S,A4) nakon ORM odnose

se na gensku varijantu,; Oznake u nastavku odnose se na ugljikohidrate od kojih su sacinjeni glikani i broj nakon

svake ukazuje na to koliko je takvih jedinica prisutno u pojedinom glikanu: N, N-acetilglukozamin; H, heksoza

(manoza i galaktoza); F, fukoza, S, sijalinska kiselina
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Zbog velike koli¢ine dobivenih podataka, kako bi se pojednostavila njihova
interpretacija i bolje shvatio znacaj istih, glikopeptidi unutar svakog od sedam glikozilacijskih
mjesta grupirani su prema strukturnim karakteristikama ¢ime se dobilo ukupno 50 deriviranih
svojstava. Glavna svojstva prema kojima su glikopeptidi grupirani su: prisutnost fukoze,
razgranatost i broj vezanih sijalinskih kiselina, pri ¢emu se broj sijalinskih kiselina oznacio kao
omjer sijalinske kiseline po galaktozi jer se naj¢esce sijalinska kiselina upravo veze na grane
koje sadrze galaktozu. Svih 50 dobivenih deriviranih svojstava te glikopeptidi koji ¢ine svako
od njih prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Promatrana derivirana svojstva i formule kojima se dobivaju iz direktno izmjerenih glikopeptidnih
struktura.

Derivirano svojstvo Formula

IHIORM_ant2 IIIORM1N4H5S2

IIORM_ant3 IIIORM1IN5H6S2+ IHIORM1N5H6S3+ [HIORM1IN5H6S3F1

IHIORM_ant4 INIORM1ING6H7S2+ IIORM1IN6H7S3+ IHIORM1IN6H7S4+ IHIORM1NG6H7S3F1
IHIORM_F1 IIIORM1N5H6S3F1+ IHIORM1IN6H7S3F1

IHIORM_S1/G1 IHIORM1N4H5S2+ IHIORM1N5H6S3+ IHIORM1N5H6S3F1+ IHIORM1N6H7S4
IHIORM_S1/G2 IHIORM1NG6H7S2

IIORM_S2/G3 IIIORM1N5H6S2

IIORM_S3/G4 IHNIORM1ING6H7S3+ IIORM1N6H7S3F1

IIORM_ant2 IIORM1N4H5S1+ IORM1N4H5S2

IIORM_ant3 IIORM1N5H6S2+ IORM1N5H6S3+ IIORM1N5SH6S3F1

IIORM_F1 IIORM1N5H6S3F1

IIORM_S1/G1 IITORM1N4H5S2+ IORM1N5H6S3+ [IORM1N5H6S3F1

IIORM_S1/G2 IIORM1N4H5S1

IIORM_S2G3 IIORM1N5H6S2

IORMIF_ant2 IORMIF1N4H5S1+ IORMIF1IN4H5S2

IORMIF_ant3 IORMIF1IN5H6S2+ IORMIF1IN5H6S3+ IORMIFINS5H6S2F1+ IORMIFINSHGES3F1
IORMIF_F1 IORMIF1IN5H6S2F1+ IORMIFINSH6S3F1

IORMIF_S1/G1 IORMIF1N4H5S2+ IORMIFIN5H6S3+ IORMIFINSH6S3F1

IORMIF_S1/G2 IORMIF1N4H5S1

IORMIF_S2/G3 IORMIF1N5H6S2+ IORMIF1IN5H6S2F1

IORMISORMIIA _ant2
IORMISORMIIA_ant3

IORMISORMIIA_F1

IORMISORMIIA_S1/G1
IORMISORMIIA_S1/G2
IORMISORMIIA_S2/G3

IORMISORMIIAIN4H5S1+ IORMISORMIIAIN4H5S2

IORMISORMIIAIN5H6S2+ IORMISORMITALINSH6S3+ IORMISORMITAINSHGES2F1+
IORMISORMIIAIN5HGS3F1

IORMISORMIIAIN5H6S2F1+ IORMISORMITALINSH6S3F1
IORMISORMIIAIN4H5S2+ IORMISORMITALNSH6S3+ IORMISORMITAINSHG6S3F1
IORMISORMIIAIN4H5S1

IORMISORMIIAIN5H6S2+ IORMISORMITALNSHG6S2F1

IVORMI_ant2 IVORMI1N4H5S2
IVORMI_ant3 IVORMI1IN5H6S2+ IVORMIINS5H6S3+ [VORMIINSH6S2F1+ IVORMIINSHGES3F1
IVORMILINGH7S1+ IVORMIIN6H7S2+ [IVORMIIN6H7S3+ IVORMIING6H7S4+
IVORMI_ant4 IVORMILING6H7S2F1+ IVORMIING6H7S3F1+ IVORMIIN6H7S4F1+ [IVORMIIN7H8S3+
IVORMI1IN7H8S4
IVORMI E1 IVORMILIN5H6S2F1+ IVORMIINSH6S3F1+ IVORMILNGH7S2F1+
- IVORMILNG6H7S3F1+ IVORMILNG6H7S4F1
IVORMI S1/G1 IVORMI1IN4H5S2+ IVORMIIN5H6S3+ IVORMIINSH6S3F1+ IVORMIINGH7S4+
- IVORMILN6H7S4F1+ IVORMI1IN7H8S4
IVORMI_S1/G2 IVORMI1ING6H7S2+ IVORMI1ING6H7S2F1
IVORMI_S1/G4 IVORMI1ING6H7S1
IVORMI_S2/G3 IVORMI1INS5H6S2+ IVORMILINSH6S2F1
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Tablica 5. (nastavak)

IVORMI_S3/G4 IVORMILING6H7S3+ IVORMILIN6H7S3F1+ IVORMILN7H8S3

VORMI_ant3 VORMI1N5H6S2+ VORMIIN5H6S3+ VORMIINSH6S3F1

VORMI ant4 VORMI1IN6H7S3+ VORMIIN6H7S4+ VORMIING6H7S2F1+ VORMILNG6H7S3F1+
- VORMI1IN6H7S4F1+ VORMIIN7H8S3+ VORMI1IN7H8S4

VORMI_F1 VORMIIN5H6S3F1+ VORMIING6H7S2F1+ VORMIING6H7S3F1+ VORMIING6H7S4F1

VORMI1IN5H6S3+ VORMIINS5H6S3F1+ VORMIING6H7S4+ VORMILN6H7S4F1+

VORMI_S1/G1 VORMI1IN7H8S4

VORMI_S1/G2 VORMI1IN6H7S2F1

VORMI_S2/G3 VORMI1N5H6S2

VORMI_S3/G4 VORMI1IN6H7S3+ VORMIIN6H7S3F1+ VORMILN7H8S3

VORMII_ant2 VORMII1N4H5S2

VORMII_ant3 VORMII1IN5H6S2+ VORMIIIN5H6S3+ VORMIIINS5H6S2F1+ VORMIIINSH6ES3F1

VORMII ant4 VORMIIIN6H7S2+ VORMIIIN6H7S3+ VORMIIIN6H7S4+ VORMIIING6H7S2F1+
- VORMIIIN6H7S3F1+ VORMIIIN6H7S4F1+ VORMIIIN7H8S3+ VORMII1IN7H8S4

VORMII F1 VORMIIIN5H6S2F1+ VORMIIINS5H6S3F1+ VORMIILING6H7S2F1+
- VORMIIIN6H7S3F1+ VORMIIIN6H7S4F1

VORMII S1/G1 VORMII1N4H5S2+ VORMIIIN5H6S3+ VORMIIINS5H6S3F1+ VORMIIINGH7S4+
- VORMIIIN6H7S4F1+ VORMIIIN7H8S4

VORMII_S1/G2 VORMIIING6H7S2+ VORMIIING6H7S2F1

VORMII_S2/G3 VORMIIIN5H6S2+ VORMIIINSH6S2F1

VORMII_S3/G4 VORMIIIN6H7S3+ VORMIIIN6H7S3F1+ VORMIIIN7H8S3

ORM, kratica za orosomukoid i drugi naziv za alfa-1 kiseli glikoprotein; rimski brojevi (1,11,111,1V,V) ispred ORM

oznacavaju glikozilacijsko mjesto, rimski brojevi (LII) i slova (S,A) nakon ORM odnose se na gensku varijantu;

Oznake u nastavku odnose se na zajednicka svojstva glikana: ant2 - bi-antenari, ant3, tri-antenari; ant4, tetra-

antenari; F1, fukozilirani glikani; Sx/Gy, omjer prisutnih sijalinskih kiselina i galaktoza; Oznake u nastavku

odnose se na ugljikohidrate od kojih su sacinjeni glikani i broj nakon svake ukazuje na to koliko je takvih jedinica

prisutno u pojedinom glikanu: N, N-acetilglukozamin; H, heksoza (manoza i galaktoza); F, fukoza, S, sijalinska

kiselina
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Razlike izmedu N-glikoma AGP-a pacijenata analizirane su logistiCkom regresijskom
analizom za 50 deriviranih svojstava. Rezultati analize pokazali su zna¢ajnu promjenu 5
promatranih deriviranih svojstava kod pacijenata koji su razvili hiperglikemiju tijekom akutne
bolesti u odnosu na pacijente kod kojih to nije bio slucaj i koji su sluzili kao kontrolna skupina.
Smanjenje potpuno sijaliniziranih glikana (S1/G1 -0.833, p = 0.0428) kao i povecanje glikana
s prisutnom polovicom svih potencijalnih sijalinskih kiselina (S1/G2 0.691, p = 0.0428) uoceno
je kod glikozilacijskog mjesta IIIORM. Takoder, primije¢ene su znacajne promjene kod
glikozilacijskog mjesta IORM kod kojeg je doslo do ukupnog povecanja grananja vidljivog u
smanjenju bi-antenarnih glikanskih struktura (ant2 -0.720, p = 0.0428) i povecanju tri-
antenarnih struktura (ant3 0.720, p = 0.0428). Kod IVORMI glikozilacijskog mjesta je
pokazano smanjenje sijalinizacije poveéanjem glikana kod kojih je prisutna samo jedna
¢etvrtina svih potencijalnih sijalinskih kiselina (S1/G4 0.715, p = 0.0428). Konac¢no, zanimljivo
je za napomenuti, iako promjena nije statisticki znacajna, da i ostala derivirana svojstva koja

uzimaju u obzir razgranatost ukazuju na tendenciju za povecanjem iste (Tablica 6 , Slika 5).

Tablica 6. Razlika u deriviranim svojstvima N-glikana AGP-a kod pacijenata koji su razvili hiperglikemiju

tijekom akutne bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu.

Interval pouzdanosti (95%b) Znacajnost
Derivirano svojstvo B
Donji Gornji p p-korigirano”

IIORM_ant2 -0.54543 -10.589 -0.07434 0.028627 0.143137
IIORM_ant3 0.054407 -0.36725 0.480653 0.799092 0.799092
IIORM_ant4 0.247038 -0.20152 0.72408 0.29008 0.483467
IHIORM_F1 0.077417 -0.35359 0.513999 0.724358 0.785585
IHIORM_S1/G1 -0.83352 -139.782 -0.33376 0.001931 0.042796
IHIORM_S1/G2 0.691229 0.241222 1.198.397 0.00428 0.042796
IIORM_S2/G3 0.063971 -0.36064 0.49397 0.766569 0.785585
IIORM_S3/G4 0.367697 -0.08901 0.853898 0.123023 0.280412
IIORM_ant2 -0.72045 -123.454 -0.25831 0.003511 0.042796
IIORM_ant3 0.720535 0.258272 1.234.576 0.003513 0.042796
IHIORM_F1 0.118735 -0.30702 0.554403 0.58586 0.732325
IIORM_S1/G1 -0.06583 -0.48934 0.352612 0.757332 0.785585
IIORM_S1/G2 -0.51787 -0.98195 -0.08831 0.022084 0.138024
IIORM_S2/G3 0.264159 -0.15898 0.706597 0.227694 0.43771
IORMIF_ant2 -0.29349 -0.79711 0.182546 0.233635 0.43771
IORMIF_ant3 0.285203 -0.19048 0.787619 0.246318 0.439853
IORMIF_F1 0.081321 -0.39571 0.566183 0.73765 0.785585
IORMIF_S1/G1 -0.20782 -0.67495 0.236164 0.365925 0.50823
IORMIF_S1/G2 -0.1614 -0.63466 0.299501 0.493636 0.664819
IORMIF_S2/G3 0.325337 -0.12419 0.811289 0.167821 0.349626
IORMISORMIIA_ant2 -0.31099 -0.74634 0.102176 0.147058 0.319691
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Tablica 6. (nastavak).

IORMISORMIIA_ant3 0.331799 -0.08268 0.769304 0.123381 0.280412
IORMISORMIIA_F1 -0.08578 -0.51527 0.338759 0.691203 0.785585
IORMISORMIIA_S1/G1 -0.13739 -0.54961 0.26622 0.505263 0.664819
IORMISORMIIA_S1/G2 -0.20659 -0.62659 0.200323 0.323278 0.486684
IORMISORMIIA_S2/G3 0.250994 -0.1587 0.680112 0.236363 0.43771
IVORMI_ant2 -0.22129 -0.65637 0.196908 0.304558 0.486684
IVORMI_ant3 -0.41516 -0.89493 0.033103 0.077173 0.206113
IVORMI_ant4 0.418165 -0.03438 0.904583 0.078323 0.206113
IVORMI_F1 -0.06361 -0.49543 0.364449 0.769873 0.785585
IVORMI_S1/G1 -0.4569 -0.93819 -0.00314 0.053635 0.206113
IVORMI_S1/G2 0.415244 -0.03188 0.888647 0.074519 0.206113
IVORMI_S2/G3 -0.11071 -0.54261 0.313691 0.608749 0.742377
IVORMI_S1/G4 0.714634 0.248089 1.229.486 0.004032 0.042796
IVORMI_S3G/4 0.4098 -0.02172 0.875854 0.070725 0.206113
VORMI_ant3 -0.43645 -0.89941 -0.00866 0.052715 0.206113
VORMI_ant4 0.420681 -0.00379 0.878281 0.059264 0.206113
VORMI_F1 -0.08201 -0.5176 0.348568 0.708141 0.785585
VORMI_S1/G1 -0.20461 -0.65163 0.228606 0.358126 0.50823
VORMI_S1/G2 0.259696 -0.18529 0.720977 0.257817 0.444511
VORMI_S2/G3 -0.20949 -0.64122 0.206929 0.328778 0.486684
VORMI_S3/G4 0.426281 -0.00876 0.894982 0.062068 0.206113
VORMII_ant2 -0.68368 -120.342 -0.21246 0.006376 0.05313
VORMII_ant3 -0.52731 -101.152 -0.07859 0.025513 0.141737
VORMII_ant4 0.594183 0.136185 1.094.082 0.01421 0.1015

VORMII_F1 -0.0874 -0.5228 0.343032 0.690049 0.785585
VORMII_S1/G1 -0.2079 -0.63821 0.207284 0.330945 0.486684
VORMII_S1/G2 0.137622 -0.28979 0.572982 0.528292 0.677297
VORMII_S2/G3 -0.34539 -0.78342 0.068434 0.109003 0.272508
VORMII_S3/G4 0.437563 0.006188 0.905981 0.054364 0.206113

Razlike su prikazane kao efekt procijenjen logistickom regresijskom analizom (prirodni logaritam omjera izgleda)
- B; * p vrijednost je korigirana na visestruko testiranje sukladno Benjamini-Hochberg-ovoj metodi; ORM,
kratica za orosomukoid i drugi naziv za alfa-1 kiseli glikoprotein; rimski brojevi (LI1L111,1V,V) ispred ORM
oznacavaju glikozilacijsko mjesto; rimski brojevi (L11) i slova (S,A) nakon ORM odnose se na gensku varijantu,
Oznake u nastavku odnose se na zajednicka svojstva glikana: ant2 - bi-antenari, ant3, tri-antenari; ant4, tetra-

antenari; F1, fukozilirani glikani; Sx/Gy, omjer prisutnih sijalinskih kiselina i galaktoza
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Slika 5. Razlika u deriviranim svojstvima N-glikana AGP-a kod pacijenata koji su razvili hiperglikemiju tijekom akutne bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu. Razlike su
prikazane stupcastim dijagramom u kojem visina stupa odgovara efektu procijenjenom logistickom regresijskom analizom (prirodni logaritam omjera izgleda) - B i trakama
pogreske koje predstavljaju 95% interval pouzdanosti procijenjenog efekta; ORM, kratica za orosomukoid i drugi naziv za alfa-1 kiseli glikoprotein; rimski brojevi (1,11,111,1V,V)
ispred ORM oznacavaju glikozilacijsko mjesto; rimski brojevi (LII) i slova (S,A) nakon ORM odnose se na gensku varijantu; 0znake u nastavku odnose se na zajednicka

svojstva glikana: ant2 - bi-antenari, ant3, tri-antenari; ant4, tetra-antenari; F1, fukozilirani glikani; Sx/Gy, omjer prisutnih sijalinskih kiselina i galaktoza
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5. RASPRAVA



Ovim istrazivanjem fokus je stavljen na alfa-1 kiseli glikoprotein (AGP) i na veliku
heterogenost njegovih glikoformi koja potje¢e od cinjenice da AGP sadrzi 5 razli¢itih
glikozilacijskih mjesta od kojih svako moze vezati N-glikane razlic¢ite kompleksnosti te
razli¢itih genskih varijanti koje se eksprimiraju kod ljudi “*°. Tocnije, promatrale su se
promjene tih glikana tijekom patofizioloskog stanja, u ovom sluc¢aju kod pacijenata koji su
razvili hiperglikemiju nakon zaprimanja u jedinicu intenzivne njege zbog akutne bolesti, za sto
je dokazano da je pokazatelj povecanog rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 343, Studijom koja je
prethodila i koja je radena na istoj populaciji pokazano je kako je veca kompleksnost i
razgranatost ukupnih plazmatskih N-glikana povezana s povecanim rizikom od razvoja
dijabetesa tipa 2 6. Medutim, zaklju¢ak o to¢nom razlogu te promjene je bilo tesko donijeti jer
N-glikani ukupne plazme potjecu od razlicitih glikoproteina i samim time na njih, osim sastava

glikana, utjece relativna prisutnost tih glikoproteina.

Promjene uoc¢ene na N-glikomu AGP-a, preciznije povecana razgranatost N-glikana je
vecéeg razmjera od one primijecene kod ukupnih plazmatskih proteina sto sugerira da su barem
dijelom te promjene izazvane onima na AGP-u. S druge strane, promjena vezana uz smanjenje
sijalinizacije odredenih glikoformi AGP-a nije primije¢ena kod analize N-glikana ukupnih
plazmatskih proteina. Stovise, smanjenje sijalinizacije AGP-a predstavlja promjenu u N-
glikozilaciji koja, prema pretrazenoj literaturi, do sada jo$ nije opisana U nijednom
patofizioloSkom stanju. Dodatne studije su potrebne kako bi se potvrdilo da je smanjenje
sijalinizacije N-glikana AGP-a specifi¢cno za ljude koji imaju poveéani rizik za razvoj
dijabetesa tipa 2. Medutim, povecana razgranatost N-glikana AGP-a nije jedinstvena pojava
kod ljudi s poveéanim rizikom razvoja dijabetesa tipa 2, ve¢ je primijecena i kod drugih
kroni¢nih upalnih bolesti ®°2. Ranije je navedeno kako bi se promjene u glikozilaciji AGP-a
mogle odraziti na povecanu kompleksnost N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina, ¢emu
dodatno u prilog idu rezultati studija u kojima je tijekom kronickih upalnih bolesti doslo do
povecanja razgranatih N-glikana u glikomu ukupnih plazmatskih proteina °. Nadalje, kroni¢na
upala je, uz ostale faktore poput disfunkcije B-stanica i rezistencije na inzulin, u pozadini
patofizioloskih promjena Koje progresivno narusavaju normalnu kontrolu glukoze u krvi te
vode do mikro- i makrovaskularnih komplikacija kod bolesnika s dijabetesom tipa 2 *.
Uzimaju¢i sve u obzir, promjene koje su primjeene kod AGP-a, konkretno, poveéanje
razgranatih N-glikana daje naslutiti po¢etak kroni¢ne upale, Sto bi, ukoliko se dokaze daljnjim
studijama, uvelike pridonijelo prognostickoj vrijednosti metode kod otkrivanja pojedinaca s

povecanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2.
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Koliki je potencijalni znacaj promjena u glikozilaciji AGP-a vidljiv je iz ¢injenice da
glikani koji su vezani za proteinski dio ¢ine 45% njegove ukupne mase. Takoder, veliki udio
tih ugljikohidrata Cini sijalinska kiselina, §to rezultira negativnim nabojem ovog glikoproteina
te posljedi¢no modulira njegove interakcije s drugim ligandima “°. Moze se zakljugiti kako
glikozilacija AGP-a ima vaznu ulogu u njegovoj bioloskoj funkciji, ali i kod raznih
patofizioloskih stanja. U dosada$njim studijama nisu pronadene znaCajne poveznice izmedu
promijena u glikozilaciji AGP-a i dijabetesa tipa 2 8, ali studije provedene na pretilim misevima
sugeriraju nacine kojima AGP posreduje u razvoju dijabetesa tipa 2 i metaboli¢kog sindroma
8182 pokazano je kako pod utjecajem proupalnih i metabolickih signala, poput inzulina,
poviSene razine glukoze i slobodnih masnih kiselina, dolazi do povecanja razine AGP-a u
adipoznom tkivu kako bi zastitio od pretjerane upale i metaboli¢ke disfunkcije 82. Nadalje, u
studijama provedenim na ljudima, takoder su pronadene poveznice izmedu povecane razine
AGP-a i pretilih pacijenata te onih s nekontroliranom hiperglikemijom &84 Takva saznanja
dovode do zakljucka kako bi AGP mogao imate vaznu ulogu kod odgovora na metabolicke

disfunkcije koje mogu voditi do razvoja dijabetesa tipa 2.

Iz dobivenih rezultata je takoder vidljivo kako promjene u glikozilaciji nisu u jednakoj
mjeri izrazene na svim promatranim glikozilacijskim mjestima i genskim varijantama, $to
ukazuje na vaznosti koriStene metode koja daje informacije svojstvene svakom
glikozilacijskom mjestu. Takve informacije, uz konkretne rezultate koji su pokazali znac¢ajno
povecanje razgranatosti i smanjenje sijalinizacije na odredenim glikozilacijskim mjestima, su
od znatne vaznosti u odredivanju uloge AGP-a kod razvoja dijabetesa tipa 2 te sugeriraju N-
glikom AGP-a kao potencijalni biomarker u sprjeCavanju te bolesti, premda to mora biti

potvrdeno na prospektivnim studijama.
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6. ZAKLJUCAK



Viskoprotoénom LC-MS metodom koja pruza specificne informacije o glikozilaciji
svakog glikozilacijskog mjesta analizirana je N-glikozilacija AGP-a kod pacijenata koji su
razvili hiperglikemiju tijekom akutne bolesti (dokazani faktor povecanog rizika za razvoj
dijabetesa tipa 2) te kontrola koje nisu razvili hiperglikemiju tijekom akutne bolesti. Pojedinci
s povecanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2 pokazali su povecano grananje N-glikana na
drugom glikozilacijskom mjestu AGP-a te smanjenu sijalinizaciju N-glikana na tre¢em
glikozilacijskom mjestu obje forme i cetvrtom glikozilacijskom mjestu forme ORMI.
Poveéana razgranatost N-glikana AGP-a je veceg razmjera od one koja je u prijasnjim
istrazivanjima primijec¢ena kod N-glikana ukupnih plazmatskih proteina, Sto upucuje na to da
su promjene u plazmatskom N-glikomu barem dijelom izazvane onima na AGP-u. S druge
strane, smanjenje sijalinizacije AGP-a predstavlja promjenu u N-glikozilaciji koja, prema
pretrazenoj literaturi, do sada jos nije opisana u nijednom patofiziolo§kom stanju te bi mogla
biti specifi¢ni pokazatelj predispozicije za razvoj dijabetesa tipa 2. lako su potrebne daljnje
prospektivne studije kojima bi se to potvrdilo, profiliranje sastava N-glikana AGP-a moglo bi
se pokazati kao dobra stratifikacijska metoda kojom bi se prepoznali pojedinci s povecanim

rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2.
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9. SAZETAK



Kevin Kova¢é

Pojedinci s poveéanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2 imaju razgranatije i manje

sijalinizirane N-glikane na alfa-1-kiselom glikoproteinu

Glikozilacija je iznimno kompleksan kotranslacijski te posttranslacijski proces za kojeg
se pretpostavlja da se dogada na vise od pola ukupnih proteina u ¢ovjeku, a jedan njih je alfa-
1 kiseli glikoprotein (AGP). AGP je plazmatski protein akutne faze neobi¢nih svojstava za
kojeg se smatra da ima vaznu ulogu u imunomodulatorim i protuupalnim procesima, no
njegova bioloSka uloga nije do kraja definirana. SadrZi pet glikozilacijskih mjesta od kojih sva
mogu vezati N-glikane razli¢ite kompleksnosti koji posljedi¢no ¢ine oko 45% ukupne mase
glikoproteina. Dokazano je kako sastav N-glikana AGP-a ovisi o patofizioloskim procesima te
su odredene promjene u glikozilaciji vezane uz odredene bolesti §to ga ¢ini potencijalnim

dijagnostickim i prognosti¢kim biljegom.

Prijasnja su istrazivanja pokazala kako je razvoj hiperglikemije tijekom teske akutne
bolesti faktor znacajno povecanog rizika za razvoj dijabetesa tipa 2 te da dolazi do povecéanja
kompleksnosti N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina kod pacijenata koji su razvili
hiperglikemiju u teskoj akutnoj bolesti. S obzirom na to da se smatra kako vecina razgranatih
N-glikana ukupnih plazmatskih proteina potje¢e s AGP-a, u ovom su se istrazivanju detaljno
ukupno 108 pacijenata zaprimljenih u jedinicu intenzivnog lijeenja zbog akutne bolesti bilo
je 59 slucajeva razvijene hiperglikemije iz ¢ijih se uzoraka plazme odredivao N-glikom AGP-
a te se usporedivao sa 49 slucajeva koji su ostali normoglikemicni i sluzili kao kontrolna
skupina. AGP je obogaéen iz krvne plazme pacijenata precipitacijom kiselinama te je
proteoliticki razgraden tripsinom. Glikopeptidi AGP-a su obogaceni ekstrakcijom na ¢vrstoj
fazi te su analizirani reverzno-faznom LC-MS metodom. Analiza je pokazala da pojedinci s
povisenim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2 imaju razgranatije i manje sijalinizirane N-
glikane na alfa-1 kiselom glikoproteinu. Toc¢nije, od kod ukupno sedam promatranih
glikozilacijskih mjesta, povecanje grananja N-glikana bilo je znacajno kod drugog
glikozilacijskog mjesta AGP-a, dok je smanjena sijalinizacija N-glikana bila izraZzena na
tre¢em glikozilacijskom mjestu AGP-a te ¢etvrtom glikozilacijskom mjestu prve proteinske
forme AGP-a (ORM1).
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Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da bi karakterizacija N-glikoma AGP-a mogla
pomoci u otkrivanju pojedinaca koji su pod povecanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2, ali
prvotno ovi rezultati trebaju biti potvrdeni na longitudinalnim prospektivnim studijama s ve¢im

brojem uzoraka.

Kljuéne rije¢i: N-glikozilacija, alfa-1 kiseli glikoprotein, dijabetes tip 2, LC-MS
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10. SUMMARY



Kevin Kova¢é

Individuals at increased risk of type 2 diabetes development have increased branching

and lower sialylation of alpha-1-acid glycoprotein N-glycans

Glycosylation is an exceptionally complex co- and post-transcriptional process for
which it is assumed that occurs on more than half of total proteins in humans, one of them
being alpha-1 acid glycoprotein (AGP). AGP is an acute phase plasma protein with peculiar
characteristics that is considered to have important roles in immunomodulatory and anti-
inflammatory processes, despite its precise biological role not being fully defined. It contains
five glycosylation sites all of which are capable of binding N-glycans of different complexity
that consequently contribute to approximately 45% of the glycoproteins total mass. It was
shown that the AGP N-glycan profile is dependent on pathophysiological processes and with
the fact that it is believed that some of the changes are disease-specific gives it the potential of

a diagnostic and prognostic marker.

Previous studies showed that the development of hyperglycaemia during critical illness
serves as a factor for significantly increased risk of developing type 2 diabetes and that there
is an increase in complexity of the total plasma protein N-glycome in patients that reported
hyperglycaemia during critical illness. Considering that it is believed that the majority of highly
branched N-glycans of the total plasma proteins originate from AGP, this research engaged in
its glycosylation changes during an acute illness. In a population of total 108 patients that were
hospitalized in the intensive care unit due to a critical illness there were 59 reported cases of
hyperglycaemia development whose plasma samples were then used to profile the AGP N-
glycome and were compared to the 49 normoglycaemic control cases. AGP was enriched from
the patients’ plasma samples by precipitation using acids and afterwards proteolytically cleaved
by trypsin. The AGP glycopeptides were further enriched with solid phase extraction and
analysed using a reverse-phased LC-MS method. The analyses showed that individuals at
increased risk of type 2 diabetes development have increased branching and lower sialylation
of alpha-1-acid glycoprotein N-glycans. More precisely, of the total seven glycosylation sites
searched, a significant increase in N-glycan branching was reported on AGP’s second
glycosylation site, whereas lower sialylation of N-glycans was reported on AGP’s third
glycosylation site and fourth glycosylation site of the AGP form 1 (ORM1).
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The results of this research indicate that AGP N-glycome characterization could be used
in distinguishing individuals who are at increased risk of type 2 diabetes development, albeit it
is required these results are confirmed on prospective longitudinal studies with a larger number

of samples.

Key words: N-glycosylation, alpha-1 acid glycoprotein, type 2 diabetes, LC-MS
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