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N-glikozilacija je posttranslacijska modifikacija imunoglobulina G (IgG) koja se mijenja u
bolestima, sa starenjam i pod utjecajem spolnih hormona. U ovom doktorskom radu
tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke ucinkovitosti analizirani su glikanski profili
protutijela 1gG iz krvne plazme zdravih Zena tijekom menstruacijskih ciklusa (MC) iz ukupno
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Uvod

Glikozilacija je posttranslacijski enzimski proces kovalentnog vezanja glikana (Secera) na
proteine. Glikani odreduju strukturu i1 funkciju proteina te imaju vaznu ulogu u gotovo svim
fizioloskim procesima (Varki, 2017.). Imunoglobulin G (IgG) je najzastupljeniji glikoprotein u
ljudskoj plazmi i jedan je od glavnih posrednika u aktivaciji efektorskih stanica imunosnog
sustava. Promijenjena N-glikozilacija molekule 1gG povezana je s mnogim bolestima, te je
stoga vecina danasnjih studija u ovom podruc¢ju usmjerena na istrazivanje biomarkerskog

potencijala N-glikana cirkulirajucih protutijela IgG u humanoj plazmi (Dube i Bertozzi, 2005.).

Mehanizam N-glikozilacije molekule IgG jos$ nije u potpunosti razjasnjen (Taniguchi i sur.,
2015.), no dosadas$nja istrazivanja su pokazala da Zene tijekom zivota imaju drugaciji sastav
glikana od muskaraca (Kristi¢ i sur., 2014.; Pu¢i¢ i sur., 2011.), te da se u zdravih Zzena najvece
promjene u N-glikozilaciji ovog protutijela dogadaju uslijed dramati¢nih promjena razine
spolnih hormona (Chen i sur., 2012.). S promjenom razine estrogena i progesterona moguce je
promijeniti i aktivnost bolesti (Hughes i Choubey, 2014.). Epidemioloske studije su pokazale
da visoka razina estrogena u trudno¢i dovodi do remisije upalnih i autoimunih bolesti u Zena,
poput reumatoidnog artritisa (RA) (van de Geijn i sur., 2009.), dok se sa smanjenjem razine
spolnih hormona nakon poroda bolest ponovno aktivira (Bondt i sur., 2013.). Zaustavljanje
proizvodnje spolnih hormona u jajnicima za vrijeme menopauze takoder je okidac za povecanu
incidenciju ove bolesti u zena (Alpizar-Rodriguez i sur., 2017.). No, razlike u prevalenciji
autoimunih (i drugih) bolesti medu spolovima su odavno prepoznate. Jo§ prije 20 godina
Sjorgenov sindrom, sistemski eritemski lupus, autoimune bolesti Stitnjace (Hashimotov
sindrom 1 Gravesova bolest), reumatoidni artritis 1 multipla skleroza istaknute su kao najces¢i
autoimuni poremecaji od kojh primarno obolijevaju zene (Whitacre, 2001.). Promjenjena
aktivnost kroni¢nih i upalnih bolesti zabiljeZena je i u menstruacijskom ciklusu, tijekom kojeg
se izmjenjuju faze dominacije estrogena i progesterona pracene odgovaraju¢im razdobljima

povecane ili smanjene aktivnosti Zenskog imunosustava (Oertelt-Prigione, 2012.).

Na temelju dosadaSnjih istrazivanja izvedena je hipoteza da spolni hormoni utjecu na
N-glikozilaciju, a time i na funkciju protutijela IgG, dok posljedi¢no mogu biti ukljuceni i u
regulaciju Zenskog imunosnog sustava. Hipoteza je izvedena na temelju rezultata dosadasnjih
istrazivanja o promijenjenoj N-glikozilaciji molekule IgG koja je opazena kao dio etiologije
upalnih autoimunih bolesti u reproduktivno aktivnih Zena (Bondt i sur., 2013.), analize
N-glikana protutijela 1gG zdravih osoba oba spola (Ercan i sur., 2017.) ili poveéanjem

incidencije autoimunih bolesti u Zena s nastupanjem menopauze (Engdahl i sur., 2018.), no ono
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Sto nedostaje je sustavno pracenje N-glikozilacije molekule 1gG tijekom menstruacijskog
ciklusa.

Cilj ovog istrazivanja je stoga bio longitudinalno pratiti i usporediti glikanske profile
molekula IgG iz krvne plazme zdravih zena u reproduktivnom razdoblju zivota u razli¢itim
fazama tijekom nekoliko uzastopnih menstruacijskih ciklusa te ispitati postoji li povezanost
faze menstruacijskog ciklusa i koncentracije spolnih hormona s N-glikozilacijom ovog

protutijela.

Buduéi da su prijasnja istrazivanja vremenske stabilnosti N-glikozilacije molekule IgG
pokazala veéu varijabilnost glikana u Zena, za razliku od glikana u muskaraca (Hani¢, 2015.)
ili glikana svih proteina plazme (Gornik i sur., 2009.), bile su oc¢ekivane vidljive promjene
N-glikozilacije ovog protutijela tijekom zenskog menstruacijskog ciklusa. Medutim, opseqg i
dinamika tih promjena u menstrucijskom ciklusu, kao i njena povezanost s koncentracijom
zenskih spolnih hormona, dosad nije bila poznata, te ju je bilo potrebno istraziti i utvrditi

detaljnim analizama u sklopu ovog doktorskog rada.

Prvi dio istrazivanja proveden je u Kini, a uklju€ivao je regrutiranje, uzorkovanje i
prikupljanje podataka o ispitanicama odabranima za sudjelovanje u studiji. Istrazivanja su
provedena na uzorcima krvne plazme zdravih Kineskinja etnicke pripadnosti Han izmedu 19 i
48 godina starosti koje su imale redovite menstruacijske cikluse. Uzorci krvi prikupljani su
jednom tjedno, svakih 7 dana, tijekom 3 mjeseca neovisno o fazi menstruacijskog ciklusa
pojedine Zene. IstraZivanje je obuhvacalo 12 vremenskih tocaka tijekom kojih su praceni
glikanski profili protutijela 19G, koncentracije zenskih spolnih hormona estradiola,
progesterona i testosterona, te putem upitnika i zdravstveno stanje i trajanje menstruacijskih

ciklusa svake ispitanice.

Drugi dio istrazivanja sastojao se od laboratorijskog dijela 1 glikoanalitickog dijela.
Laboratorijske analize odredivanja koncentracije spolnih hormona estradiola, progesterona i
testosterona u uzorcima krvne plazme svih ispitanica u studiji provedene su koriStenjem

komercijalnih setova reagencija za detekciju hormona metodom kemiluminiscencije.

Glikoanaliticki dio istrazivanja ukljucivao je analizu N-glikozilacije molekule 19G u
uzorcima krvne plazme svih ispitanica. Molekula 1gG je prvo izolirana iz krvne plazme

afinitetnom kromatografijom pomocu posebno dizajnirane plocice Protein G s 96-jazica koja je
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punjena monolitom oblozenim proteinom G koji specificno veze humana protutijela 1gG.
N-glikani su zatim enzimski oslobodeni s molekula 1gG, fluorescentno obojani i procisceni
koriStenjem filtar plo¢ice s hidrofilnom membranom, s koje su zaostali N-glikani eluirani

dodatkom vode.

Glikanski profili molekule IgG odredeni su analizom slobodnih N-glikana metodom
tekucinske kromatografije ultravisoke ucinkovitosti tijekom koje se N-glikani medusobno
razdvajaju na temelju veli¢ine i jacine hidrofilnih interakcija sa stacionarnom fazom u koloni.
Kromatografskom analizom direktno su izmjerena 24 razliita glikanska pika ili N-glikana
molekule 1gG. Radi lakse analize i razumijevanja bioloskih procesa u kojima glikani sudjeluju,
definirano je dodatnih Sest izvedenih glikanskih svojstava grupiranjem N-glikana sli¢nih
strukturnih osobina — agalaktozilirani (G0), monogalaktozilirani (G1), digalaktozilirani (G2),

sijalinizirani (S), ra¢vaju¢i N-acetilglukozamin (GIcNAc) (B) i fukozilirani (F) N-glikani.

Analizom glikanskih podataka odredene su promjene N-glikozilacije molekule 1gG prvo u
svim uzorcima jedne 0sobe, a zatim i u svim uzorcima na razini istrazene grupe zena. Razina
svakog od sest izvedenih glikanskih svojstava usporedena je kroz 12 vremenskih tocaka te je
odreden raspon intraindividualne varijabilnost N-glikozilacije protutijela IgG za svaku

ispitanicu.

Za istrazivanje promjena N-glikozilacije imunoglobulina G na razini svih ispitanica,
konstruiran je model menstruacijskog ciklusa. U model su uvrstena samo glikanska mjerenja iz
menstruacijskih ciklusa duljine od 26 do 34 dana, koji su odabrani prema anketnim podatcima
sakupljenim od samih ispitanica. U modelu su simulirane dinamika i varijabilnost promjena za

Sest izvedenih glikanskih svojstava molekule 1gG svih glikanskih mjerenja ispitanica.

Kako bi se istrazila moguéa povezanost spolnih hormona estradiola, progesterona i
testosterona s N-glikozilacijom protutijela 1gG na razini istrazene grupe zena, Uz analize
asocijacije, koriSten je model menstruacijskog ciklusa u kojem su pracena i usporedena
razdoblja najvece razine (pik) izvedenih glikanskih svojstava protutijela 1gG i koncentracije
navedenih spolnih hormona u uzorcima krvne plazme tijekom menstruacijskih ciklusa

ispitanica.
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Literaturni pregled

2.1 Spolni hormoni

Hormoni su kemijski glasnici koji uskladuju djelovanja razli¢itih stanica i organa u tijelu
(Goodman, 2009.). IzluCuju se iz posebnih stanica ili Zlijezda u tjelesne tekucine, prenose do
drugih, ciljnih stanica u tijelu i nadziru njihovu funkciju. S obzirom na naéin prijenosa signala
ucinci hormona mogu biti:

a) endokrini — hormon se iz stanice u kojoj je nastao prenosi krvlju do ciljne stanice na

koju djeluje,

b) neurokrini —hormon koji potjece iz Ziv¢ane stanice prenosi se u krv te dolazi do ciljne

stanice,

c) parakrini —hormon se kroz medustani¢nu tekucinu prenosi iz jedne stanice do susjedne

stanice druge vrste i
d) autokrini — hormon nakon oslobadanja djeluje na stanicu koja ga je proizvela ili na

susjedne stanice iste vrste.

S obzirom na kemijsku gradu, hormoni se mogu svrstati u tri glavne skupine: derivate
aminokiselina, peptide i proteine, te steroidne hormone. Steroidni hormoni se sintetiziraju iz
kolesterola u testisima, jajnicima i posteljici, te kori nadbubreznih Zlijezda, a s obzirom na

funkcije koje obavljaju mogu se podijeliti na:

a) glukokortikoide — reguliraju metabolizam hranjivih tvari i uporabu energije,
b) mineralokortikoide — reguliraju ravnotezu soli i vode,
c) androgene — nadziru spolne funkcije u muskarca, te

d) estrogene i progestogene — nadziru spolne funkcije u Zzena.

Steroidni hormoni koji nadziru spolne funkcije nazivaju se spolni hormoni, a zastupljeni su
u razli¢itim koncentracijama i u muskom i u Zenskom organizmu (Berg i sur., 2002.). U ovom
¢e se radu detaljno opisati svojstva i funkcije spolnih hormona testosterona, estradiola i
progesterona u zenskom tijelu i pokuSati razjasniti njihov utjecaj na N-glikozilaciju,

najucestaliju i najvazniju posttranslacijsku modifikaciju protutijela imunoglobulina G.



Literaturni pregled

2.1.2 Estradiol

Estron (E1), estradiol (E2) i estriol (E3) su tri steroidna spolna hormona iz grupe
estrogena koji se medusobno razlikuju po strukturi i estrogenskom u¢inku (Vardanyan i Hruby,
2016.). Bioloski najaktivniji estrogen je estradiol (12 puta jac¢i od estrona, a 80 puta od estriola),
koji je ujedno i glavni spolni hormon tijekom reproduktivnog razdoblja zene. Glavnina
proizvodnje estradiola odvija se u jajnicima, ali moguc¢a je i u drugim tkivima kao Sto su
nadbubrezne Zlijezde, jetra, mozak te masno tkivo, koje je glavni proizvodac estrogena za
vrijeme menopauze (Simpson, 2002.). Uz estradiol, u jajnicima se proizvodi i estron, dok se
estriol proizvodi u placenti tijekom trudnoc¢e (Falah i sur., 2015.). Fizioloska koncentracija
estradiola u krvnoj plazmi Zena ovisi o fazama menstruacijskog ciklusa, a kre¢e se izmedu
20-160 pg/mL u folikularnoj fazi, 34-400 pg/mL u ovulacijskoj fazi i 27-246 pg/mL u luteinskoj
fazi menstruacijskog ciklusa. Estradiol regulira rad Zenskog spolnog sustava i vazan je za razvoj
sekundarnih Zenskih spolnih karakteristika tijekom puberteta, regulira fizioloSke procese
povezane s reproduktivnim sustavom poput menstruacijskog ciklusa, trudnoce i menopauze, ali
utjece i na funkciju ostalih tkiva 1 organa kao §to su kosStano 1 masno tkivo, koza, jetra i mozak,

i vrlo vazno, imunosni sustav Zena (Thomas i Potter, 2013.).

2.1.3 Progesteron

Progesteron (P) je steroidni spolni hormon iz grupe progestogena koji zajedno s
estradiolom sudjeluje u regulaciji menstruacijskog ciklusa. Tijekom menstruacijskog ciklusa,
progesteron se proizvodi u zutom tijelu jajnika, a za vrijeme trudnocée proizvodi ga posteljica.
FizioloSka koncentracija progesterona u krvnoj plazmi mijenja se tijekom menstruacijskog
ciklusa, a najviSa je u luteinskoj fazi te se krece izmedu 19-76 nmol/L. Glavna funkcija
progesterona je priprema Zenskog tijela za implantaciju oplodene jajne stanice i odrzavanje
trudnoce, no njegova uloga je znaCajna i za normalnu funkciju nereproduktivnog tkiva

kostanog, kardiovaskularnog i neuroloskog sustava (Li i sur., 2004.).

2.1.1 Testosteron

Testosteron (T) je steroidni spolni hormon iz grupe androgena. Najveca koliCina
testosterona proizvodi se u testisima 1 stoga se smatra glavnim muskim spolnim hormonom.
Testosteron se u 20 do 30 puta manjoj koli¢ini proizvodi i u zenskom tijelu, u jajnicima (Speroff
I Fritz, 2005.). Funkcija testosterona u Zena je odrzavanje tjelesnog zdravlja kosti i misica,

kognitivnih funkcija (antidepresiv), kardiovaskularnog sustava, te odrzavanja spolnog nagona
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(Davis i Wahlin-Jacobsen, 2015.). Fizioloska koncentracija testosterona u krvnoj plazmi Zena
krec¢e se izmedu 0,22-2,9 nmol/L (Sowers i sur., 2001.). Testosteron proizveden u jajnicima

prvenstveno sluzi kao prekursor u sintezi glavnog zenskog spolnog hormona, estradiola.

2.2 Sinteza spolnih hormona

Spolni hormoni se u zenskom tijelu primarno proizvode u jajnicima, ali njihova
proizvodnja je u manjoj koli¢ini moguca i u drugim Zlijezdama (kora nadbubrezne Zlijezde),
organima (jetra i mozak) te u tkivima i stanicama (kosti i masno tkivo - adipociti). Tijekom
trudnoce, stvaranje zenskih spolnih hormona estrogena i progesterona preuzima posteljica, dok
se u menopauzi funkcija jajnika zaustavlja, a sinteza estrogena odvija se lokalno u tkivima u

kojima i djeluju (Simpson i sur., 2000.).

Spolni hormoni se sintetiziraju iz kolesterola (Slika 1). Sinteza spolnih hormona
zapocinje prebacivanjem slobodnog kolesterola iz stani¢ne citoplazme u mitohondrij pomocu
transportnog proteina StAR (engl. steroid acute regulatory protein, StAR) (Stocco, 2000.).
Cijepanjem bocnog lanca kolesterola nastaje zajednicki prekursor spolnih hormona,
pregnenolon (Haggstrom i Richfield, 2014.), koji se u nizu biokemijskih reakcija koje
kataliziraju hidroksisteroid dehidrogenaze (engl. hydroxysteroid dehydrogenase, HSD) i
oksidativni enzimi koji sadrZze hem citokrom P450 (Payne i Hales, 2004.) pretvara u
dihidroepiandrosteron (DHEA) ili progesteron (P), a zatim u testosteron (T) koji se

aromatizacijom prevodi u estradiol (E2).

Steroidogene stanice mogu same proizvesti kolesterol iz acetata de novo, no ipak, glavni
izvor kolesterola za sintezu spolnih hormona u sisavaca su lipoproteini niske gustoce (engl. low
density lipoprotein, LDL). Oni cirkuliraju u krvnoj plazmi i ulaze u stanice endocitozom vezani
zamembranske LDL receptore (Ruiz-Cortés, 2012.). Visak slobodnog kolesterola se za potrebe
steroidogeneze estrificira pomoc¢u enzima acil-CoA kolesterol transferaze (engl. acyl-CoA
cholesterol acyltransferase, ACAT) i skladisti u obliku lipidnih kapljica u citoplazmi stanice
(Bremer i Miller, 2014.).
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Slika 1: Biosinteza spolnih hormona u Zena. Prvi korak je cijepanje bo¢nog lanca kolesterola djelovanjem
citokroma P450scc nakon ¢ega nastaje zajednicki prekursor spolnih hormona, pregnenolon. U jajnicima se spolni
hormoni stvaraju preko dihidroepiandrosterona (DHEA) koji se dvostrukom redukcijom enzimima 3BHSD i
17BHSD pretvara prvo u androstendion, a zatim i u testosteron, koji je direktni prekursor estradiola (E2). Za razliku
od jajnika, u Zutom se tijelu osnovni put biosinteze spolnih hormona odvija preko progesterona (P). 17pHSD —
17B-hidroksisteroid dehidrogenaza, 3BHSD — 3f-hidroksisteroid dehidrogenaza, Citokrom P450 — generi¢ko ime
za grupu oksidativnih enzima koji kataliziraju kemijske reakcije steroidogeneze u mitohondrijima i
endoplazmatskom retikulumu, P450arom — aromataza, P450c17 — 17-hidroksilaza, P450scc — odcjepljuje bo¢ni
lanac kolesterola. Slika je nacrtana koristenjem programa za crtanje kemijskih struktura ChemDraw verzija 12.0.2.
prema Simuni¢, (2012.).
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2.3 Regulacija sinteze spolnih hormona u jajnicima

Spolni hormoni imaju vaznu ulogu u pripremi Zenskih reproduktivnih organa i tijela za
ovulaciju, oplodnju jajne stanice i kona¢no trudnocu. Regulacija proizvodnje zenskih spolnih
hormona je slozen proces, a svi mehanizmi regulacije odvijaju se preko osi

hipotalamus-hipofiza-jajnici (engl. hypothalamic-pituitary-ovarian axis, HPO axis) (Slika 2).

~ %

}

Hipotalamus

¢®

ﬁé} Adenohipofiza

*@

— Jajnici

Slika 2: Os hipotalamus-hipofiza-jajnici (HPO axis). Ritmi¢no otpustanje hormona GnRH iz hipotalamusa
potiée izlu¢ivanje hormona FSH i LH iz adenohipofize koji poti¢u stvaranje zenskih spolnih hormona u jajnicima.
Na aktivnost osi HPO djeluje mehanizam negativne i pozitivne povratne sprege koji je reguliran koncentracijom
spolnih hormona u krvi. Na primjer, sazrijevanjem folikula povecava se koncentracija estrogena koji mehanizmom
negativne povratne sprege smanjuje lu¢enje hormona GnRH iz hipotalamusa. No, visoka koncentracija estrogena
sredinom ciklusa (12. — 14. dan) mehanizmom pozitivne povratne sprege poti¢e lucenje hormona LH iz
adenohipofize, $to uzrokuje ovulaciju. FSH — folikulostimuliraju¢i hormon, GnRH - hormon za poticanje lu¢enja
gonadotropina, LH — luteiniziraju¢i hormon.

Tijekom reproduktivnog razdoblja zene, Zzivéani signali iz arkuatnih jezgara
hipotalamusa uzrokuju ritmi¢no (pulsatilno) oslobadanje hormona za poticanje lucenja
gonadotropina (engl. gonadotropin-releasing hormone, GnRH), koji se iz Ziv¢anih zavrsetaka
otpusta u portalni krvotok i prenosi do prednjeg dijela hipofize tj. adenohipofize. Adenohipofiza

zatim izlucuje folikulostimuliraju¢i hormon (engl. follicle-stimulating hormone, FSH)
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luteiniziraju¢i hormon (engl. luteinizing hormone, LH) koji stimuliraju jajnike na stvaranje

zenskih spolnih hormona ili steroidogenezu (Slika 3) (Strauss i sur., 2014.).

U jajniku su za sintezu estrogena potrebne uskladene kemijske reakcije dviju vrsta
stanica, teka i granuloza stanica (Liu i Hsueh, 1986.). Teka stanice jajnika prevode kolesterol u
androgene, androstendion i testosteron, no ne eksprimiraju aromatazu potrebnu za zavr$ni korak
u sintezi estrogena, stoga oni slobodno difundiraju u granuloza stanice gdje se aromatiziraju u
estrogene pod utjecajem hormona FSH. Nakon ovulacije, granuloza stanice zutog tijela pod
utjecajem hormona LH dominantno proizvode progesteron, no zadrZavaju i sposobnost sinteze
estrogena. Stoga mozemo re¢i da teka stanice jajnika stvaraju androgene, ¢iji je glavni

predstavnik testosteron (T), a granuloza stanice jajnika stvaraju progesteron (P) i estradiol (E2).

Granuloza stanice

Bazalna

LH receptor LH receptor membrana
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!
)
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Androstendion ———— Androstendion —— Estron

| | E |

Testosteron () ———— > Testosteron (T) Estradiol (E2)
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Slika 3: Shematski prikaz dvostani¢nog dvogonadotropnog sustava sinteze estrogena u jajnicima. DHEA —
dihidroepiandrosteron, FSH — folikulostimuliraju¢i hormon, LH — luteiniziraju¢i hormon. Preuzeto i prilagodeno
prema Falcone i Hurd, (2013.).

Putem negativne i pozitivne povratne sprege, koju na razini hipotalamusa i hipofize
reguliraju spolni hormoni, uskladuju se dolazni i odlazni signali i odrzava urednom endokrina
funkcija osovine HPO (Beshay i Carr, 2013.). Ova sloZena interakcija jedinstvena je medu
endokrinim sustavima u tijelu jer stvara mjese¢ni obrazac fluktuacija spolnih hormona koji se

reflektira kroz menstruacijski ciklus zene.
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2.4 Menstruacijski ciklus

Menstruacijski ciklus je sredi$nji fizioloSki proces u reproduktivnom razdoblju zdravih
zena koji je rezultat slozenog medudjelovanja hormona GnRH iz hipotalamusa, hormona
hipofize LH i FSH, te spolnih hormona jajnika estradiola, progesterona i testosterona koji
priprema reprodukcijske organe i tijelo Zene za oplodnju i trudno¢u. Menstruacijsko razdoblje
u Zena zapocinje prvom mjeseénicom (menarhom) oko 13. godine zivota i traje do 50-ih godina
zivota kada dolazi do prirodne obustave rada jajnika te nastupa menopauza (Harlow i sur.,
2013.). Idealno se smatra da menstruacijski ciklus traje 28 dana, ali takav ciklus ima malo Zena.
Razlika u duljini menstruacijskog ciklusa medu Zenama rezultat je dinamike porasta razine
estrogena tijekom folikularne faze cije je trajanje razli¢ito u svakoj zeni, dok luteinska faza
ovisi o zutom tijelu i traje 14 dana (Waller i sur., 1998.). S obzirom na varijabilnu duljinu
folikularne faze, svi menstruacijski ciklusi u trajanju izmedu 20 i 40 dana smatraju se

normalnim menstruacijskim ciklusima zdravih zena (Mihm i sur., 2011.).

Tijekom folikularne i luteinske faze cikli¢ki se izmjenjuju razdoblja dominacije
estrogena (E) 1 progesterona (P), izmedu kojih dolazi do kratkih intervala ovulacije i
menstruacijskog krvarenja (Slika 4). Folikularna faza ciklusa obuhvaca promjene u jajniku u
priblizno prva dva tjedna menstruacijskog ciklusa. Folikularna faza zapoc¢inje menstruacijskim
krvarenjem zbog ljustenja endometrija iz prethodnog ciklusa, a karakterizira ju po¢etno niska
razina spolnih hormona. Zbog niske koncentracije estradiola i progesterona slabi negativna
povratna sprega na hipotalamus te on zapoc¢inje s lu¢enjem hormona GnRH. Hormon GnRH
poti¢e adenohipofizu na lucenje hormona FSH, koji stimulira pocetak razvoja folikula, i
hormona LH, koji zajedno s FSH potice sintezu spolnih hormona u jajnicima. Razvoj folikula
popracen je stalnim povecanjem sinteze estradiola pod ¢ijim utjecajem dolazi do ponovnog
zadebljanja endometrija. Tijekom veceg dijela menstruacijskog ciklusa, spolni hormoni
proizvedeni u jajnicima djeluju negativnom povratnom spregom na hipotalamus i hipofizu kako
bi se smanjila proizvodnja i otpustanje hormona FSH i LH, osim pred ovulaciju. Tada
koncentracija estradiola dosegne vrhunac i aktivira mehanizam pozitivne povratne sprege na
0s HPO, ¢ime se poveca osjetljivost adenohipofize na hormon GnRH iz hipotalamusa.
Adenohipofiza u kratkom roku otpusti izrazito veliku koli¢inu hormona LH u krvotok —
LH skok (engl. luteinizing hormone surge) koji uzrokuje ovulaciju — izbacivanje jajne stanice
iz zrelog folikula. LH skok je prac¢en povecanjem koncentracije hormona FSH, prethodi mu

povecanje koncentracije progesterona koji pripomaze estradiolu u postizanju pozitivne

10
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povratne sprege na os HPO, a za posljedicu ima povecanu proizvodnju testosterona u vrijeme
ovulacije (Bui i sur., 2013.). Nakon ovulacije, koncentracija spolnih hormona naglo pada, a
folikul se pretvara u zuto tijelo te pocinje proizvoditi velike koli¢ine progesterona. Progesteron
priprema sluznicu maternice za implantaciju oplodene jajne stanice tako $to potice Zlijezde
endometrija na nakupljanje glikogena i sekreciju niza glikoproteina, peptida i hormona rasta u
Supljinu maternice. Uz visoke koncentracije progesterona, zuto tijelo proizvodi i znatne koli¢ine
estrogena. Zbog ukupno visoke koncentracije spolnih hormona, sredinom luteinske faze ciklusa
aktivira se mehanizam negativne povratne sprege te dolazi do postupnog smanjivanja
proizvodnje hormona FSH i LH. Ako nije doslo do oplodnje i implantacije, zuto tijelo polagano
prestaje s proizvodnjom estradiola i progesterona i degenerira, te nakon 14 dana od ovulacije
zavrSava luteinska faza. Na kraju luteinske faze razina spolnih hormona je minimalna, sto
uzrokuje oslobadanje proteolitickih enzima te odumiranje i ljustenje endometrija u obliku

menstruacijskog krvarenja ¢ime zapocinje novi menstruacijski ciklus.

Folikularna faza ‘ Luteinska faza
= /f 7 ‘/"' ‘ \
Procesi u jajnicima (Q(@ ,
—————>  Razvoj folikula Zuto tijelo  ——>
Menstruacija + Ovulacija
80 :
= LH - Estradiol
== FSH = Progesteron
= Inhibin ——Testosteron
LH
FSH 60
(mU/mL)
Testosteron
Estradiol
Progesteron
(pg/mL) (ng/mL)
40 1000 10
800 8
Inhibin 600 6
(ng/mL) 20
1600 400 -4
800 |- 200 2
0 0 4 0 0

Dani

Slika 4: Dinamika koncentracije spolnih hormona tijekom menstruacijskog ciklusa u Zema. FSH —
folikulostimuliraju¢i hormon, inhibin — hormon kojeg proizvode jajnici kao signal hipofizi da zaustavi lucenje
hormona FSH, LH — luteiniziraju¢i hormon. Slika je preuzeta i prilagodena prema Boron i Boulpaep, (2016.).
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2.5 Mehanizam djelovanja spolnih hormona

Spolni hormoni su neophodni za pravilan razvoj i funkcioniranje ljudskog tijela. U Zena
se spolni hormoni sintetiziraju s razvojem folikula tijekom menstruacijskog ciklusa i iz jajnika
otpustaju u krvotok. Spolni hormoni se tijelom prenose krvotokom vezani za proteine plazme
albumin i globulin SHBG (engl. sex hormone binding globulin), dok samo 1-2% slobodno
cirkulira u aktivnom obliku (Selby, 1990.). Spolni hormoni ostvaruju svoj u¢inak vezanjem za
odgovarajuc¢e nuklearne hormonske receptore (engl. nuclear hormone receptors, NHRS),
prilikom ¢ega nastaju kompleksi hormona i receptora koji djeluju kao transkripcijski faktori u
ekspresiji ciljanih gena (Slika 5) (Ribeiro i sur., 1995.).

Regulatorna domena
- -
TAE-1 Nuklearna TAF-2

lokalizacija

Regulatorna domena

=8 v I

TAF-1 Nuklearna TAF-2
lokalizacija
Regulatorna domena
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Nuklearna
lokalizacija

Regulatorna domena

—- ——mH

TAF-1 Nuklearna
lokalizacija

Regulatorna domena

R o R o

TAF-1 Nuklearna TAF-2
lokalizacija

Slika 5: Shematski prikaz grade nuklearnih steroidnih receptora. Estrogenski (ER-a i ER-f), progesteronski
(PR-A i PR-B) i androgeni (AR) receptori gradeni su od varijabilne regulatorne domene, konzervirane domene
koja veze molekulu DNA (engl. DNA-binding domain, DBD), domene koja signalizira translokaciju u jezgru, i
umjereno konzervirane domene za vezanje hormona tj. liganda (engl. ligand-binding domain, LBD), koja je
zajedno s DNA-vezuju¢om domenom neophodna za dimerizaciju i transkripcijsku aktivnost kompleksa hormona
i receptora. Unutar domena nalazi se nekoliko podrué¢ja za transkripciju gena (engl. transcription activation
function, TAF). Dok je aktivnost TAF unutar regulatorne domene obi¢no neovisna 0 ligandima, aktivnost TAF
unutar domene LBD regulirana je vezanjem hormona. Preuzeto i prilagodeno prema Cui i sur., (2013.); Jacobsen
i Horwitz, (2012.); Modi i sur., (2016.).
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Nakon $to slobodno difundiraju kroz membranu stanice, spolni hormoni se vezu za
nuklearne hormonske receptore koji su u citosolu inaktivirani proteinima toplinskog stresa 90
(engl. heat shock protein 90, Hsp90), a sprjeavaju interakcije nespecificnih molekula s
receptorom te ga drze u stabilnoj konformaciji za vezanje s hormonom (Picard, 2006.).
Vezanjem hormona za receptor dolazi do otpuStanja proteina Hsp90 i aktivacije receptora.
Kompleks hormona i receptora se u obliku dimera translocira do molekule DNA i veze na
specifi¢ni slijed (engl. hormone response element, HRE) u promotorskoj regiji gena, gdje s
raznim koaktivatorima ¢ini transkripcijski aparat te potice ekspresiju gena i sintezu proteina.
Bioloska aktivnost kompleksa hormona i receptora traje dok su vezani za molekulu DNA u
jezgri stanice. Poluzivot kompleksa estradiola i receptora relativno je velik, $to objasnjava zasto

bas ovaj estrogen ima najvecu biolosku aktivnost (Cipolletti i sur., 2020.).

Estrogenska aktivnost je posredovana nuklearnim estrogenskim receptorima ER-a i
ER-B (engl. estrogen receptor, ER) smjestenima u stani¢noj citoplazmi, preko kojih estradiol
pokrece spore genomske procese transkripcije gena (Ascenzi i sur., 2006.), dok estrogenski
receptori smjesteni na membrani stanica, mERo i mERp (engl. membrane estrogen receptors,
mERs), te GPR30 (engl. G-protein coupled receptor, GPR), pokre¢u brze fizioloske efekte
neovisne o transkripciji gena, poput regulacije razine sekundarnog glasnika cAMP (engl. cyclic
adenosine monophosphate) i iona Ca?* unutar stanice (Slika 6) (Cui i sur., 2013.). lako im to
nije primarna funkcija, vezanje estradiola za receptore mER ipak moze dovesti i do sinteze
proteina pokretanjem sustava sekundarnih glasnika, prilikom ¢ega protein kinaze fosforilacijom

aktiviraju transkripcijske faktore unutar stanice (Marino i sur., 2006.).

Glavni progestogen kojeg proizvode jajnici je progesteron (P) koji na stanicu djeluje
vezanjem za klasi¢ne nuklearne receptore PR-A i PR-B (engl. progesterone receptor) i na taj
nacin regulira transkripciju gena, dok putem membranskih progesteronskih receptora
mPR-a, - 1 -y (engl. membrane progesterone receptor) te PRMC-1 i -2 (engl. progesterone
receptor membrane component) potice brze fizioloske stani¢ne odgovore (Kowalik i sur.,
2013.).

Testosteron proizveden u jajnicima predstavlja primarni prekursor u sintezi najaktivnije
forme Zenskog estrogena, estradiola. No, najvecu koli€inu testosterona u Zenskom tijelu
proizvode nadbubrezne 7zlijezde te se takav testosteron u cirkulaciji moZe smatrati
pro-hormonom koji rjede ispoljava androgenu aktivnost sam, ve¢ se unutar ciljne stanice

prevodi u bioloski aktivniju formu, dihidrotestosteron (DHT), koji je glavni aktivator
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androgenih receptora, ili se prevodi u estradiol, koji aktivira estrogenske receptore (Simpson,
2002.). Stani¢ne receptore koji reagiraju na testosteron i druge androgene hormone ¢ine klasi¢ni
nuklearni receptor AR (engl. androgen receptor), kojim se regulira transkripcija gena unutar
stanica (Davey i Grossmann, 2016.), i manje istrazeni membranski androgeni receptori
GPRCG6A (engl. G protein-coupled receptor family C group 6 member A) (Pi i sur., 2010.) i
Z1P9 (engl. zinc transporter member 9) (Berg i sur., 2014.), koji su odgovorni za poticanje brzih

stani¢nih odgovora.
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Slika 6: Djelovanje estrogena na stanicu. Mehanizam 1: Vezanje estradiola E2 na nuklearne receptore ER
pokrece transkripcijsku promjenu gena sa ili bez slijeda ERE molekule DNA. Vezanje kompleksa E2-ER na
promotorske regije gena bez slijeda ERE omogucuju transkripcijski faktori poput AP-1 i SP-1 (Kushner i sur.,
2000.; Saville i sur., 2000.). Mehanizam 2: Antioksidacijska svojstva fenolnog prstena estradiola E2. Mehanizam
3: Vezanje estradiola E2 na receptor mER pokreée brze netranskripcijske uéinke u stanici promjenom propusnosti
membranskih ionskih kanala i aktivnosti sekundarnih glasnika te modifikacijom transkripcijskih faktora i ostalih
membranskih receptora. Ovaj mehanizam ukljuCen je u estrogensku regulaciju krvnog tlaka odrzavanjem
odgovarajuce koncentracije iona Ca?* i K* (Menazza i Murphy, 2016.). Mehanizam 4: Receptor ER pokrece
transkripcijsku promjenu gena neovisno o estrogenu. U ovom slu¢aju hormoni rasta mogu aktivirati kaskade
protein-kinaza §to dovodi do fosforilacije i dimerizacije estrogenskih receptora u jezgri, njihovog vezanja za slijed
ERE, i transkripcijskih promjena gena bez prisustva estrogena (Ascenzi i sur., 2006.). AP-1 (engl. activator
protein 1) — aktivacijski protein 1, DA (engl. dopamine) — dopamin, DAR (engl. dopamine receptor) — receptor
dopamina, E2 — 17p-estradiol, EGF (engl. epidermal growth factor) — epidermalni faktor rasta (za diferencijaciju
kostanih stanica; osteoblasta), EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) - receptor epidermalnog faktora
rasta, ER (engl. estrogen receptor) — estrogenski receptor, ERE (engl. estrogen responsive element) — slijed DNA
koji reagira na estrogen, ER-IP (engl. estrogen receptor interacting protein) — protein koji je povezan s
estrogenskim receptorom, iGF (engl. insulin-like growth factor) — faktor rasta sli¢an inzulinu, IGFR (engl. insulin-
like growth factor receptor) — receptor faktora rasta slicnog inzulinu, mER (engl. membrane estrogen receptor) —
membranski estrogenski receptor, SP-1 (engl. specificity protein 1) — protein specifi¢nosti 1, TF (engl.
transcription factor) — transkripcijski faktor. Nacrtano koristenjem besplatnog web alata Biorender prema Cui i
sur., (2013.).
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Istrazivanja na miSjem modelu pokazala su da je receptor ERa eksprimiran u
reproduktivnim organima (maternici, jajnicima i dojkama), dok je receptor ERB primarno
eksprimiran u organima izvan reproduktivnog sustava (crijeva, kostana srz, plu¢a, mokraéni
mjehur, endotelne stanice krvnih Zila i mozak), §to bi moglo upucéivati na specificnu ulogu koju
svaki od njih ima u pojedinom tkivu, pa ¢ak i u stanici u kojoj se eksprimira (Kuiper i sur.,
1997.). U slucaju kada ista stanica eksprimira i ERa i ERp, oni najées¢e imaju suprotni u¢inak

na transkripciju gena, jedan ju aktivira, a drugi inhibira (Marino i sur., 2006.).

S druge strane, za ljudske stanice je karakteristi¢no da eksprimiraju receptore PR-A i
PR-B u podjednakim omjerima, dok je dominacija jedne izoforme PR najées¢e povezana s
malignim oboljenjima (Mote i sur., 2007.). Izoforma PR-B nuklearnog progesteronskog
receptora lakSe stvara komplekse s koaktivatorima, i1 zbog toga aktivira transkripciju gena, dok
kraca izoforma PR-A ima ulogu inhibitora transkripcijske aktivnosti receptora PR-B (Tung i
sur., 2006.). Takoder, vezanje progesterona za receptore mPR moze uzrokovati interakciju s
drugim membranskim receptorima, kao na primjer s membranskim estrogenskim receptorima,
Sto pokrece stanicne signalne kaskade preko sekundarnih glasnika u putu proteinske kinaze Src
te dolazi do promijenjene transkripcije gena (Ballaré i sur., 2003.). Zasad se vrlo malo toga zna
0 membranskim hormonskim receptorima, no postoje indikacije o njihovoj vaznosti za
odrzavanje normalne funkcije reproduktivnog, neuroendokrinog i imunosnog sustava, te
metabolizmu stanice, a poremecena funkcija membranskih receptora, kao i klasi¢nih
hormonskih receptora, rezultira razvojem tumorskih bolesti tih sustava (Cahill i Neubauer,
2021.; Lang i sur., 2013.; Sommer i Fuqua, 2001.).

Spolni hormoni su posebno vazni za regulaciju spolnog sustava, spolno sazrijevanje,
nastanak sekundarnih spolnih karakteristika i spolom odredenih obrazaca ponasanja, regulaciju
metabolic¢kih procesa u raznim tkivima (masnom tkivu, miSi¢ima i kostima), te je izmedu
ostalog primije¢eno da imaju i vazan utjecaj na regulaciju humanog imunosustava (Taneja,
2018.).
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2.6 Opcenito o glikozilaciji proteina

Glikozilacija je enzimski proces kovalentnog vezanja ugljikohidrata (monosaharida) ili
ugljikohidratnih lanaca (oligosaharida ili polisaharida), koji se nazivaju glikani, na proteine i
lipide pri ¢emu nastaju glikokonjugati (Varki i sur, 2015.). Veéina danas poznatih proteina,
naro¢ito u eukariotskim stanicama, modificirana je glikanima u glikoproteine (Apweiler i sur.,
1999.). Glikoproteini dobivaju svoj glikanski dio prolaze¢i endoplazmatskim retikulumom
(engl. endoplasmic reticulum, ER) i Golgijevim aparatom (engl. Golgi apparatus, GA) u
sekrecijskom putu stanice. Nastali glikoproteini se izluCuju iz stanice ili mogu postati dio
stanicne membrane gdje posreduju u medustanicnom prepoznavanju, interakcijama izmedu
stanice i medustani¢ne tekuéine, te stanica i drugih molekula, ili pak sluze kao fizicka barijera

na membrani (glikokaliks) u zastiti od patogena (Mockl, 2020.).

Glikani su vazni strukturni elementi glikoproteina koji odreduju fizikalno-kemijska
svojstva kao S$to su topljivost, konformacija, smatanje i stabilnost molekule ¢iji su sastavni dio
(Ohtsubo i Marth, 2006.; Sola i Griebenow, 2009.). Osim strukturnih komponenti, glikani su i
aktivni dijelovi glikoproteina pri ostvarivanju raznih interakcija tijekom bioloskih funkcija
klju¢nih za razvoj, odrZavanje i prezivljavanje organizma (Haltiwanger i Lowe, 2004.). Stoga,
nastanak mutacija u slijedu molekule DNA koji dovodi do poremecene N-glikozilacije proteina
uzrokuje razvoj teSkih nasljednih metabolickih bolesti (engl. congenital disorders of
glycosylation, CDG) (Ng i Freeze, 2018.), dok je potpuna nemoguénost stvaranja N-glikana
embrionalno letalna (Marek i sur., 1999.).

Za razliku od aminokiselinskog slijeda u proteinu, slijed monosaharida u glikanu nije
unaprijed odreden u genomu, ve¢ su glikani sekundarni produkt aktivnosti gena (Taniguchi i
sur, 2015). Cak 10% ljudskog genoma zaduZeno je za stvaranje enzima i transportera potrebnih
u sintezi glikana (Lauc i sur., 2014.). Na sastav glikana utjeCu broj, vrsta i redoslijed
monosaharida, te nacin vezanja monosaharida i poloZaj atoma izmedu kojih se veza stvara, a
rezultat su okolisnih uvjeta stanice u datom trenutku. Stoga mozemo reci da se fiziolosko i
biokemijsko stanje stanice direktno odrazava na ukupnu populaciju glikanskih struktura ili
glikom te stanice i ukupnog organizma. Zbog velike razlicitosti svojih struktura i fleksibilnosti
na promjene, glikani su se tijekom evolucije odrzali kao molekule koje pridonose strukturnoj

raznolikosti 1 preciznom podeSavanju funkcije proteina, omogucavajuci brzu prilagodbu stanice
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i organizma na nove okoliSne uvjete bez uvodenja mutacija u slijed molekule DNA (Lauc i

Zoldos, 2010.).

2.7 N-glikozilacija proteina

N-glikozilacija proteina je nakon fosforilacije i acetilacije trea najucestalija
posttranslacijska modifikacija (engl. post-translational modification, PTM), a usko je povezana
s razvrstavanjem i transportom aktivnih proteina do njihovih funkcionalnih odredista (Khoury
i sur., 2011.). Veéina glikoproteina u eukariotskim stanicama modificirana je N-glikanima, koji
izgledaju kao razgranati oligosaharidni lanci koji mogu sadrzavati i do 20 monosaharidnih

jedinica, a kovalentno su vezani za protein N-glikozidnom vezom (Slika 7).

N-acetilglukozamin .
Fukoza A
Manoza .
Galaktoza O
Sijalinska kiselina €@
I

Asn Asn Asn

Oligomanozni Hibridni Kompleksni

Slika 7: Razli¢iti tipovi N-glikana. Svi N-glikani imaju zajedni¢ku pentasaharidnu srz — MansGIcNACc; (oznaéeno
zutim pravokutnikom) koja je gradena od dva N-acetilglukozamina (GIcNAC) i tri manoze, te se mogu podijeliti u
tri skupine: oligomanozni tip — na srznu strukturu glikana vezane su samo manozne jedinice, hibridni tip — na srznu
strukturu glikana vezan je GIcNAc koji zapocinje granu, a druga grana sadrzi samo manoze, i kompleksni tip —
sadrzi dvije antene s razli¢itim monosaharidima (bez manoze). Monosaharidi su predstavljeni simbolima i obojani
u skladu s preporukom Konzorcija za funkcionalnu genomiku (The Consortium for Functional Glycomics, 2012.).

N-glikozidna veza stvara se izmedu reducirajueg kraja  unutarnjeg
N-acetilglukozamina (GIcNAc) N-glikana i dusikovog atoma bo¢nog ogranka asparagina (Asn)
unutar konzervirane sekvence Asn-X-Ser/Thr proteinskog lanca, gdje X predstavlja bilo koju
aminokiselinu osim prolina (Pro). U proteinu se nalazi velik broj potencijalnih
N-glikozilacijskih mjesta, no hoce li ona zaista biti glikozilirana ovisi o konformaciji proteina
tj. dostupnosti potencijalnog N-glikozilacijskog mjesta, i 0 aminokiselinama koje ga okruzuju.
Na primjer, aspartat i glutamat smanjuju moguénost glikozilacije ako se nalaze na X mjestu

unutar konzervirane sekvence potencijalnog N-glikozilacijskog mjesta (Varki i sur., 2015).
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2.8 Sinteza N-glikana

Sinteza N-glikana zapocinje usporedno sa sintezom proteina (kotranslacijski) u ER-u i
nastavlja se posttranslacijskom doradom glikanskog dijela glikoproteina u GA prolaskom
sekrecijskim putem stanice (Slika 8).

U biosintezi N-glikana sudjeluju lipidni nosa¢ dolikol; aktivirani Se¢eri u obliku
Sec¢ernih nukleotida UDP-, GDP- i CMP-38ecer; te niz enzima glikoziltransferaza, koji dodaju
monosaharide; glikozidaza, koje uklanjaju monosaharide; i transportera, koji kataliziraju
slozene reakcije glikozilacije (Kornfeld i Kornfeld, 1985.).

Kako bi monosaharidi mogli posluZiti u sintezi glikana, moraju biti aktivirani u obliku
Se¢ernih nukleotida. Aktivacija Secera u Secerne nukleotide odvija se u citoplazmi te se oni
pomocu specifi¢nih transportera prebacuju preko membrane u ER i GA (Chen i sur., 2015.).
N-vezani oligosaharidi raznih glikoproteina doraduju se u razli¢itoj mjeri, $to ovisi o koli¢ini i
tipu prisutnih enzima, ali i dostupnosti aktiviranih Seéera enzimima koji kataliziraju ove

modifikacije (Varki i sur., 2015).

Vjerojatno se ¢ak polovica glikoproteina nastalih unutar ER-a razgraduje i ne nastavlja
daljnju doradu, najcesce zato §to se nepravilno smataju (Frigerio i Lord, 2000.). Svi novonastali
glikoproteini prolaze kontrolu kvalitete u ER-u koja zapocinje uklanjanjem terminalnih
glukoznih jedinica na N-glikanskom dijelu molekule pomoc¢u glukozidaza. Uklanjanje
glukoznih jedinica omogucava interakciju glikoproteina s molekularnim Saperonima
kalneksinom 1 kalretikulinom koji potpomaZzu pravilno smatanje novonastalog glikoproteina
(Varki i sur., 2015). Glikoproteini koji ni tijekom nekoliko pokusaja ne uspiju postiéi pravilnu
konformaciju usmjeravaju se u citosol gdje se razgraduju u proteasomu, dok se glikoproteini s
odgovaraju¢om konformacijom pomocu vezikula transportiraju na daljnju doradu u GA

(Frigerio i Lord, 2000.).

Dok je biosinteza N-glikana u ER-u eukariota evolucijski dobro o¢uvan proces, dorada
u Golgiju specificna je za vrstu i rezultira razli¢itim oligosaharidnim strukturama vezanima za
glikoproteine (Chung i sur., 2017.). Nakon izlaska iz ER-a, glikoproteini prolaze kroz odjeljke
GA u cis-trans smjeru, prateci lokalizaciju enzima za daljnju doradu i sazrijevanje njihovih

glikana (Moremen i sur., 2012.).
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Slika 8: Biosinteza N-glikana u sekrecijskom putu stanice. N-glikozilacija eukariotskih proteina zapocinje u
endoplazmatskom retikulumu (ER) prebacivanjem oligosaharidne pretece glikana na proteinski lanac prije nego
§to je translacija proteina u potpunosti zavrSena, a nastavlja se doradom N-vezanog ugljikohidrata u Golgijevom
aparatu (GA) prolaskom glikoproteina sekrecijskim putem stanice. Stvaranje osnovnog oligosaharida odvija se na
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dolikol-fosfatu (Dol-P), lipidnom nosatu smje$tenom u membrani ER-a, na koji se uzastopno dodaju
monosaharidne jedinice djelovanjem specifiénih glikoziltransferaza ALG (engl. asparagine-linked glycosylation)
(Burda i Aebi, 1999.). Za sintezu N-glikana, monosaharidne jedinice moraju biti u obliku nukleotidnih $ecera, te
se putem posebnih transportera ubacuju u ER i GA. a) Stvaranje osnovnog olisaharida zapo¢inje s citoplazmatske
strane ER-a gdje se na Dol-P redom dodaju dvije jedinice N-acetilglukozamina (GIcNAc) i pet manoznih jedinica
(Man), nakon ¢ega flipaza prebacuje sedmero¢lani prekursor na luminalnu stranu ER-a gdje se se dodaju jo§ Cetiri
Man i tri glukozne (Glc) Secerne jedinice. b) Oligosaharil-transferaza (OST) prebacuje nastali 14-¢lani
oligosaharidni prekursor N-glikana (narancasti pravokutnik) s Dol-P na asparagin (Asn) rastu¢eg polipeptidnog
lanca unutar konzervirane sekvence Asn-X-Ser ili Asn-X-Thr. ¢) S glikanskog dijela novonastalog glikoproteina
uklanjaju se Glc i dolazi do pravilnog smatanja glikoproteina. Uklanjanje jedne Man signalizira izlazak iz ER-a i
premjestanje glikoproteina pomocu transportnih vezikula u GA. d) N-glikani koji ne prolaze daljnju doradu u GA
ostaju u oligomanoznom obliku. €) Dorada glikana u GA odvija se u cis-trans smjeru. Prvo se u cis-GA uklanjaju
Man, ¢ime nastaje zajednicki prekursor hibridnih i kompleksnih N-glikana (plavi pravokutnik). f) Hibridni glikani
nastaju dodatkom GIcNAc na vanjsku Man srznog dijela glikana, §to inicira stvaranje a-1,3 grane (engl. antennae)
koja moze biti produzena djelovanjem enzima u medijalnom- i trans-GA dodatkom Gal i sijalinske kiseline (S),
dok je druga grana gradena od jedinica Man. g) Kompleksni glikani nastaju uklanjanjem svih terminalnih jedinica
Man. Paralelno se na unutarnji GlcNAc srznog dijela glikana dodaje srzna fukoza (F), a dodatkom GIcNAc na
vanjske Man srznog dijela glikana inicira se stvaranje a-1,3 i a-1,6 grana. Tri- i tetra-antenarni N-glikani dobivaju
se dodatnim vezanjem po jednog GlcNAc za svaku granu. GIcNAc se moze dodati i na unutarnju Man srznog
dijela glikana, ¢ime nastaje N-glikan s ra¢vaju¢im GlcNAc. Medijalni- i trans-odjeljci GA sadrze enzime koji
provode zavrS$ne dorade N-glikana, kao Sto su galaktozilacija i sijalinizacija, dok je S ujedno i krajnja
monosaharidna jedinica najslozenijeg biantenarnog N-glikana humanog imunoglobulina G (*). BAGALT1 —
B-1,4-galaktoziltransferaza, CMP-S — citozin-difosfat N-acetilneuraminska (sijalinska) kiselina, ER Man | —
manozidaza | u ER-u, GAL-T - galaktoziltransferaza, GDP-Man — gvanidin-difosfat manoza, GNTI -
N-acetilglukozaminil transferaza I, GNTII — N-acetilglukozaminil transferaza I, GNTIII — N-acetilglukozaminil
transferaza 111, GNTIV — N-acetilglukozaminil transferaza IV, GNTV — N-acetilglukozaminil transferaza V, Ser —
serin, SIAL-T — sijaliltransferaza, ST6GALL — B-galaktozamid a-2,6-sijaliltransferaza 1, Thr — treonin, UDP-Gal

— uridin-difosfat galaktoza, UDP-Glc - uridin-difosfat glukoza, UDP-GIcNAc - uridin-difosfat
N-acetilglukozamin, X — bilo koja aminokiselina osim prolina (Pro), a-Glc | — alfa glukozidaza I, a-Glc 1l — alfa
glukozidaza II, a-Man | — alfa manozidaza I, a-Man |l — alfa manozidaza Il. Monosaharidi su predstavljeni

simbolima i obojani u skladu s preporukom Konzorcija za funkcionalnu genomiku (The Consortium for Functional
Glycomics, 2012.). Nacrtano koristenjem besplatnog web alata GlycanBuilder (Tsuchiya i sur., 2017.) prema
Chung i sur., (2017.); Reily i sur., (2019.), Varki i sur, (2015.).

N-glikozilacija uvelike utjee na fizikalna svojstva poput topljivosti, konformacije i
stabilnosti proteinske strukture, ali i na samu funkciju proteina (Dwek, 1998.). Stoga N-glikani
kao bitni strukturni i1 funkcionalni dijelovi mnogih proteina imaju vaznu bioloSku ulogu u
gotovo svim fizioloskim procesima koji ukljucuju smatanje i usmjeravanje proteina na mjesto
djelovanja te antigenost i oCuvanje glikoproteina od degradacije proteazama. N-glikani su
takoder vazni za medustani¢nu adheziju i signalizaciju, zatim proliferaciju, diferencijaciju i
migraciju stanica, te razvoj, prezivljavanje 1 imunost stanica, $to je posebice vazno za imunosni

odgovor i obranu organizma (Varki, 2017.).

Srzna struktura N-glikana zajednicka je za sve eukariotske i dio prokariotskih
organizama, dok se razlike u glikanima primjecuju u terminalnim monosaharidnim jedinicama
Sto je posljedica izloZenosti organizma razli€itim patogenima. Interakcija izmedu domacina i

patogena dovela je do evolucijskog razvoja velikog broja razli¢itih glikanskih struktura
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pronadenih u viSeStani¢nim organizmima, pogotovu u podrucjima koja su ucestalo u doticaju s

mikrobima, kao §to su povr$ina sluznice i mucini koji se tamo izlu¢uju (McGuckin i sur., 2011.).

Za obranu organizma ljudi imaju razvijenu urodenu i ste¢enu (humoralnu) imunost, koju
¢ini mnoStvo imunosnih stanica i raznih molekula koje poti¢u imunosne reakcije ili pak
izvrSavaju razliCite efektorske funkcije (Janeway, 2001.). Jedna od vaznijih efektorskih
molekula humoralnog sustava je protutijelo 1gG, koje je ujedno i najzastupljeniji glikoprotein
u ljudskoj plazmi (Clerc i sur., 2016.).

2.9 Struktura i N-glikozilacija imunoglobulina G

Imunoglobulini  (engl. immunoglobulins, 1gs) su cirkuliraju¢a gama-globulinska
protutijela ¢ija je zadaca prepoznati i pomoci iz tijela ukloniti Stetne ¢imbenike poput bakterija
I virusa, ali i stanice raka ili vlastite stanice inficirane virusom. Izlu¢uju ih krajnje diferencirani
B limfociti, takozvane plazma stanice, tijekom humoralne imunoreakcije i obi¢no ¢ine

20% svih proteina krvne plazme (Janeway, 2001.).

Protutijela su gradena od razli¢itih kombinacija lakih (engl. light, L) i teSkih
(engl. heavy, H) polipeptidnih lanaca koji se oznacavaju grékim slovima. Laki lanci mogu biti
K (kappa) ili A (lambda), dok teski lanci mogu biti a (alfa), & (delta), € (epsilon), y (gama) ili
w (mi). S obzirom na tip teskog lanca od kojeg su gradena, ljudska protutijela mogu se podijeliti
u pet klasa ili izotipova: IgA, IgD, IgE, IgG i IgM (Schroeder i Cavacini, 2010.).

Imunoglobulini G ¢ine 75% svih protutijela u cirkulaciji te s koncentracijom od otprilike
10 mg/mL (Gonzalez-Quintela i sur., 2008.) predstavljaju najbrojnije protutijelo u ljudskoj krvi.
Molekule 1IgG mogu se podijeliti u ¢etiri potklase: IgG1, IgG2, 1gG3 i 1gG4 (Irani i sur., 2015.).
Imunoglobulini G imaju dvije funkcionalne domene: fragmente za vezanje antigena (engl.
Fragment antigen binding, Fab) i kristalizirajuci fragment (engl. Fragment crystallizable, Fc),

izmedu kojih je fleksibilna regija (engl. hinge region) (Slika 9).

Molekula IgG je posttranslacijski modificirana kovalentno vezanim glikanima unutar
konzerviranog N-glikozilacijskog mjesta u regiji CH2 na svakom od dva teska lanca
fragmenta Fc. Protutijela stvaraju N-glikozidnu vezu s glikanima preko duSikovog atoma

asparaginskog ostatka na mjestu 297 (Asn?®’) unutar konzervirane sekvence Asn-X-Ser/Thr.
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N-glikani molekule IgG su u pravilu kompleksni diantenarni glikani gradeni od
pentasaharidne srzi koja se sastoji od dva GICNAC na koje se nastavljaju tri Man. Srzna struktura
N-glikana je u vec¢oj ili manjoj mjeri nadalje modificirana dodatkom GIcNAc, galaktoze (Gal),
sijalinske kiseline (S) i fukoze (F). Osim na Fc domeni, izmedu 15% i 25% molekula IgG sadrzi
dodatne N-glikane na varijabilnom dijelu Fab domene protutijela (van de Bovenkamp i sur.,
2016.). N-glikani Fab fragmenta imaju veci udio racvaju¢eg GIcNAc od N-glikana Fc
fragmenta, te sadrze vise sijalinskih kiselina (Bondt i sur., 2014.), koje su znatno manje
zastupljene u strukturi N-glikana Fc fragmenta molekule IgG (npr. disijalinizirani glikani ¢ine
manje od 1% svih glikanskih struktura ovog protutijela) (Anumula, 2012.; van de Bovenkamp
i sur., 2016.). Na humanom protutijelu IgG dosad je otkriveno preko 30 razli¢itih glikanskih
struktura (Puci¢ i sur., 2011.) koje su gotovo u potpunosti (>90%) modificirane fukozom

vezanom za srzni dio N-glikana (Slika 10).

Fleksibilna
regija

Fc Fab !Total
\ 1% di 52%I 3%
N 18% " 40% | 18%
67% 94% | 67%
| 9 Sijalinska kiselina
10% % o 45% 13%| O Galaktoza
[ B Radvajudi GlcNAc
| @ Manoza
94% - 69%  92%| M GlcNAc
| p Fukoza

Slika 9: Struktura imunoglobulina G i usporedba sastava N-glikana Fc i Fab domene humanog protutijela.
Imunoglobulin G je glikoprotein koji je graden od dvaju teSkih (H) lanca (50 - 70 kDa) i dvaju lakih (L) lanca
(25 kDa) medusobno povezanih disulfidnim mostovima unutar fleksibilne regije koji stabiliziraju strukturu
protutijela (Liu i May, 2012.). Teski lanci se sastoje se od tri konstantne (Chl, Ch2 i Cn3) regije i jedne varijabilne
V4 regije, dok se laki lanci sastoje od po jedne konstantne C. i jedne varijabilne V regije. N-glikani su sastavni
dijelovi Fc fragmenta svih molekula 1gG, ali neke molekule 1gG mogu imati N-glikane vezane i na varijabilnom
dijelu Fab fragmenta. Zastupljenost pojedinih glikanskih struktura u ukupnoj koli¢ini detektiranih N-glikana
posebno na Fc fragmentu, Fab fragmentu i na cijeloj molekuli IgG (Total) oznacena je u postotcima. Asn?%" —
asparaginski ostatak konzerviranog N-glikozilacijskog mjesta u Cn2 regiji teskih lanaca Fc fragmenta protutijela
IgG, Fab — fragment koji veZze antigen, Fc — fragment koji kristalizira, GICNAc — N-acetilglukozamin.
Monosaharidi su predstavljeni simbolima i obojani u skladu s preporukom Konzorcija za funkcionalnu genomiku
(The Consortium for Functional Glycomics, 2012.). Preuzeto i prilagodeno prema van de Bovenkamp i sur.,
(2016.).
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2.10 Bioloska uloga glikozilacije imunoglobulina G

Protutijelo 1gG je najzastupljeniji glikoprotein u ljudskoj plazmi i vaZan je dio ste¢enog
(humoralnog) imuniteta jer u obliku protutijela stiti organizam od napada patogenih bakterija,
virusa i toksina. Djelovanje molekule IgG zapocinje kada varijabilna podruc¢ja unutar Fab
fragmenta protutijela prepoznaju specificne antigenske dijelove, nakon Cega slijedi vezanje

Fc fragmenta za odgovarajuce receptore i pokretanje imunoreakcija (Janeway, 2001.).

a)
b)

Sijalinska kiselina
Galaktoza
Racvajuéi GlcNAc
Manoza

GlcNAc

Fukoza

VEOHO®

Srzno fukozilirani Agalaktozilirani Galaktozilirani Sijalinizirani Racvajuci GIcNAc Bez fukoze

Slika 10: Sastav N-glikana ljudskog imunoglobulina G. a) Najveca i najsloZenija glikanska struktura na
protutijelu IgG je srzno fukozilirani diantenarni N-glikan s dvije galaktoze, dvije sijalinske kiseline i raévajué¢im
N-acetilglukozaminom (GIcNAc). b) Ostali N-glikani molekule 1gG su jednostavnije grade koja nastaje razli¢itim
kombinacijama uklanjanja jedne ili viSe terminalnih Secernih jedinica sijalinske kiseline, galaktoze, fukoze i
GIcNAC s najslozenije glikanske strukture. Monosaharidi su predstavljeni simbolima i obojani u skladu s
preporukom Konzorcija za funkcionalnu genomiku (The Consortium for Functional Glycomics, 2012.). Glikanske
strukture nacrtane su koristenjem programa Glycoworkbench (Damerell i sur., 2012.) prema Lauc i sur., (2016.);
Singh i sur., (2020.).

Protutijela IgG su iznimno raznolika, §to im omogucuje prepoznavanje $irokog spektra
raznih antigenskih struktura. Raznolikost protutijela proizlazi iz funkcionalnog preslagivanja
genskih segmenata unutar Ig lokusa tijekom ranih razvojnih stadija B stanica u kostanoj srzi
(Roth, 2014.). Rekombinacijom genskih segmenata V (engl. variable), D (engl. diversity) i J
(engl. joining) za teski lanac, te genskih segmenata V i J za lake lance, dolazi do formiranja
jedinstvenih kombinacija imunoglobulina G (Market i Papavasiliou, 2003.). Daljnji razvoj
funkcionalnih B stanica nastavlja se u limfnim ¢vorovima i slezeni gdje se u doticaju s
antigenima diferenciraju u plazma stanice koje Stite organizam lucenjem antigen specifi¢nih

IgG protutijela (Lebien i Tedder, 2008.).
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Pokretanje imunosnog odgovora zahtijeva vezanje Fc fragmenta protutijela 19G na Fc
gama receptore (engl. Fragment crystallizable gamma receptors, FcyRs) (Nimmerjahn i
Ravetch, 2007a.), lektine C-tipa (Arnold i sur., 2006.) i proteine komplementa (Diebolder i sur.,
2014.).

2.10.1 Vezanje na Fcy receptore

Fcy receptori su strukturno homologni stani¢ni receptori Koji Su prisutni na
membranama efektorskih stanica imunosnog sustava — prirodno ubojitim stanicama
(engl. natural killer cells, NK stanice), makrofazima, monocitima, bazofilima, eozinofilima,
mastocitima, antigen prezetiraju¢im dendritickim stanicama i B stanicama (Nimmerjahn i
Ravetch, 2007a.). Njihova funkcija je da vezanjem molekule 1gG pokrenu imunoreakcije, ali i
kontroliraju potaknute upalne procese radi sprjecavanja autoimunosti (Hargreaves i sur., 2015.).
Covjek ima pet razligitih aktiviraju¢ih Fcy receptora - FeyRI, FeyRIIA, FcyRIIC, FeyRIIIA i
FcyRIIIB, te jedan inhibirajuéi receptor - FcyRIIB (Slika 11). Na veéini efektorskih stanica
imunosnog sustava prisutni su i aktivirajuci i inhibirajuc¢i FcyR receptori koji su neophodni za
precizno podeSavanje praga stimulacije imunosnih stanica i regulacije njihove funkcije.
Iznimka su NK stanice, koje eksprimiraju samo aktivirajuce receptore FcyR, i B stanice, koje

exprimiraju samo inhibirajuéi receptor FcyRIIB (Nimmerjahn i Ravetch, 2007a.) .

Osim po aktivnosti, receptori FcyR se medusobno razlikuju i po afinitetu vezanja
protutijela IgG. Samo receptor FcyRI s visokim afinitetom veze IgG monomere, dok svi ostali
receptori vezu protutijela IgG u obliku imunokompleksa (Nimmerjahn i Ravetch, 2008.).
Aktivacijom receptora FcyR pokrecu se razne imunoreakcije, koje se mijenjaju ovisno o
receptoru i vrsti efektorske stanice na kojoj se taj receptor nalazi (Ben Mkaddem i sur., 2019.).
Prag aktivacije koji je postavljen koekspresijom aktiviraju¢ih i inhibirajucih receptora FcyR
odreduje jacinu efektorskih reakcija u stanicama nakon vezanja protutijela IgG (Schwab i
Nimmerjahn, 2013.). Glavne imunoreakcije posredovane aktivirajuéim receptorima FcyR su
stanicna citotoksiCnost ovisna o protutijelima (engl. antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity, ADCC), koja nastaje aktivacijom Fcy receptora na NK stanicama, i fagocitoza
ovisna o protutijelima (engl. antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP), koja nastaje
aktivacijom receptora FcyR na makrofazima (Nimmerjahn i Ravetch, 2008.).
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Aktivacija receptora FcyR uzrokuje i razne imunomodulatorne ucinke prilikom kojih
imunosne stanice otpustaju proupalne molekule i kemijske spojeve kao $to su citokini, u koje
spadaju interferon gamma (engl. interferone gamma, IFN-vy) i faktor nekroze tumora alfa (engl.
tumor necrosis factor alpha, TNF-a), interleukini, kemokini koji su zaduzeni za privlacenje
neaktiviranih monocita, limfocita i neutrofila na mjesto infekcije, oksidativni spojevi koji
povecavaju efikasnost fagocitoze pomocu neutrofila te dolazi do pojacane prezentacije antigena
putem antigen prezentirajuéih stanica (engl. antigen presenting cell, APC) kako bi doslo do
aktivacije T limfocita, koji su vazni u poticanju diferencijacije B stanica u plazma stanice i

stvaranja protutijela (Nimmerjahn i Ravetch, 2008.; Paul i Lal, 2017.).

FcR tipa Il
FcR tipa | MHC-I C-tip lektina
Vezalngjg Visoki afinitet Niski afinitet, imuni kompleks Niski pH S-1gG
DC-SIGN

FcyRIIA M

_ FerRI FoRIC  FoRmA  FerRINB FeyRIB FcRn e

A _ ——g = '7”7 ‘ :/, /ﬂ N P

i § & H pB,m o \J

o ; a a-GPI '

Y o Y; a

Djelovanje Aktivacija Inhibicija Poluzivot IgG ' Protuupalno

Slika 11: Shematski prikaz Fcy receptora (FcyRs). FcyR su transmembranski receptori protutijela 1gG na
imunosnim stanicama. Vezanje domene Fc protutijela 1gG za aktivacijske receptore FcyR efektorskih stanica
uzrokuje fosforilaciju aktivacijske ITAM sekvence (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (zeleni
pravokutnik) i pokretanje stani¢ne signalne kaskade, koja rezultira aktivacijom stani¢nih efektorskih funkcija
poput fagocitoze, stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (engl. antibody-dependent cellular cytotoxicity,
ADCC), te otpustanja upalnih citokina i oksidacijskih molekula (Nimmerjahn i Ravetch, 2008.). Vezanjem
domene Fc molekule IgG na inhibiraju¢i receptor FcyRIIB aktivira se inhibicijska ITIM sekvenca (engl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif, ITIM) (crveni pravokutnik) te dolazi do defosforilacije i
zaustavljanja stani¢ne signalne kaskade, zbog Cega izostaje efektorski odgovor imunosnih stanica (Nimmerjahn i
Ravetch, 2007b.). Osim klasi¢nih aktivirajué¢ih i inhibiraju¢ih Fcy receptora, koji spadaju u grupu FcR tipa I, na
imunosnim stanicama se nalaze i neklasi¢ni Fc receptori, poznati kao FcR tipa I, u koje spadaju receptori sli¢ni
C-tipu lektina, koji vezu samo sijalinizirane IgG glikoforme (DC-SIGN) i reguliraju protuupalnu funkciju
protutijela IgG na makrofazima i dendriti¢kim stanicama, te MHC-I sli¢an neonatalni Fc receptor (FcRn), koji
regulira poluzivot protutijela IgG. Slika je preuzeta i prilagodena prema Schwab i Nimmerjahn, (2013.).
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2.10.2 Vezanje za neonatalni Fc receptor

Neonatalni Fc receptor (engl. neonatal fragment crystallizable receptor, FCRn) spada u
neklasi¢ne receptore FcR, a svojom strukturom podsjeca na molekule glavnog sustava tkivne
podudarnosti tipa | (engl. major histocompatibility complex I, MHC-1) (Sutton i sur., 2003.).
Receptor FcRn ima klju¢nu ulogu u transportu molekula IgG preko stani¢nih membrana.
Njegova aktivnost dolazi do izrazaja tijekom trudnocée kada se protutijela IgG iz maj¢ine krvi
vezu za receptor FcRn u placenti i otpuStaju u cirkulaciju fetusa, omogucéavaju¢i mu
kratkotrajnu ste¢enu imunost u obliku majcinih protutijela sve dok djetetov imunosni sustav ne

sazrije i ne osigura mu vlastitu zastitu (Roopenian i Akilesh, 2007.).

Receptor FcRn je tijekom ljudskog Zivota prisutan i na membranama stanica mnogih drugih
tkiva gdje ,,spasava“ protutijela IgG od razgradnje (Egmond i sur., 2015.). Taj se proces odvija
u stani¢nim lizosomima, pri uvjetima niskog pH, pri ¢emu se protutijelo 1gG reciklira putem
recepora FcRn i ponovno vraca u izvanstani¢ni prostor (Martin i sur., 2001.). Takoder, upravo
prisutnost sijalinske kiseline na N-glikanima serumskih protutijela 1gG osigurava njihov
opstanak u cirkulaciji, a njeno uklanjanje rezultira brzim uklanjanjem proteina iz cirkulacije
putem jetrenih receptora (engl. asialoglycoprotein, ASGPR) koji prepoznaju ostatak glikanskog
lanca (Raju i sur., 2001.). Ovaj proces pokazuje vaznost odrzavanja razine molekula 1gG u
cirkulaciji, omogucavajuéi im relativno dug poluzivot u trajanju od 21 dan, u usporedbi s

drugim potklasama ljudskih protutijela (Jefferis, 2014.).

2.10.3 Aktivacija komplementa

Protutijela 1gG mogu pokrenuti imunosne reakcije i preko sustava komplementa
(Basta, 2004.). Sustav komplementa se sastoji od oko 30 malih proteina sintetiziranih u jetri
tzv. komponente komplementa, koji cirkuliraju u krvi u obliku inaktiviranih prekursora.
Sustav komplementa aktivira se proteolizom jedne od komponenti komplementa ¢ime se

pokrece €itav niz daljnjih proteolitickih reakcija koje rezultiraju kaskadom komplementa.

U klasi¢nom putu aktivacije komplementa, komponenta C1q sustava komplementa veze
CH2 dio fragmenta Fc molekule IgG kada su ovo protutijelo i antigen vezani u
imunokompleksu. Daljnjim proteolitickim reakcijama nastaju komponente C3 i C5, koje
posreduju u stvaranju kompleksa koji napada membranu oznacene stanice (engl. membrane
attack complex, MAC) uzrokujuci lizu te stanice u procesu zvanom citotoksi¢nost ovisna o

komplementu (engl. complement dependent cytotoxicity, CDC) (Ricklin i sur., 2010.).
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Do aktivacije ove efektorske funkcije moze do¢i i alternativnim putem, kada CH1 domena
molekule 1gG bez vezanog antigena stupa u interakciju s aktivacijskim fragmentom C3b

nastalim spontanom proteolizom komponente C3 sustava komplementa.

Vazno je znati da su receptori FcyR i receptori komplementa Cesto zajedno eksprimirani
na prirodenim stanicama imunosnog sustava poput neutrofila, monocita, makrofaga i
dendritickih stanica, i imaju uskladeno djelovanje pri upalnom imunosnom odgovoru (Karsten
i Kohl, 2012.). Takoder, djelovanje komplementa moze dodatno aktivirati receptore
komplementa na B stanicama i tako sniziti njihov prag aktivacije, ¢ime proteini komplementa
direktno posreduju u stvaranju protutijela tijekom ste¢enog (humoralnog) imunosnog odgovora

(Carroll i Isenman, 2012.).

2.10.4 Vezanje lektina

Lektini su receptori za ugljikohidrate koji mogu razlikovati vlastite glikane od glikana
patogenog porijekla (engl. pathogen-associated molecular pattern, PAMP), zbog ¢ega su
ukljueni u mnoge fizioloske funkcije u tijelu, izmedu ostalog i u regulaciju imunosnog
odgovora (Geijtenbeek i Gringhuis, 2016.). Najpoznatiji primjer ovog mehanizma je aktivacija
komplementa slobodnim lektinom koji veZze manozu (engl. mannose-binding lectin, MBL), a
dogada se kao reakcija na prepoznate Man Secerne strukture na patogenima u serumu 1 tkivnim
teku¢inama (Wallis, 2002.). No, receptor MBL je nespecifi¢ni lektin koji osim Man moze
prepoznati i GICNAc (Weis i sur., 1992.), estu zavrsnu Secernu jedinicu u strukturi N-glikana
molekule 1gG, zbog cega se aktivacija komplementa lektinskim putem moze pokrenuti i
protutijelom, Sto je karakteristicno za patofizioloski mehanizam kod oboljelih od reumatoidnog
artritisa (Garred i sur., 2000.; Malhotra i sur., 1995.). Takoder, na membranama stanica
imunosnog sustava sisavaca nalaze se i lektini tipa C koji za svoju funkciju koriste ione Ca?* i,
slicno lektinu MBL, pokre¢u upalni imunosni odgovor (Kerrigan i Brown, 2009.).
No, zanimljivo je da u posebnim uvjetima N-glikozilacije molekule 1gG neki od njih stvaraju
membranske komplekse s inhibiraju¢im FcyRIIB receptorom i imaju protuupalno djelovanje

(Karsten i Kohl, 2012.).

27



Literaturni pregled

2.11 N-glikani i efektorske funkcije imunoglobulina G

Mnoga dosadasnja istrazivanja pokazala su da su efektorske funkcije protutijela IgG, a
u konacnici i krajnji imunosni odgovor, regulirani njegovom N-glikozilacijom (Li i sur., 2017.).
Proteinski dijelovi molekula IgG koji dolaze u interakciju s receptorima, a kod manjeg broja
ovih protutijela i dijelovi koji dolaze u doticaj s antigenom, prekriveni su N-glikanima. Stoga
mozemo slobodno reé¢i da su N-glikani funkcionalne komponente protutijela IgG koje sudjeluju
u regulaciji njegovih bioloskih funkcija (Varki, 2017). Pokazano je da N-glikozilacija
fragmenta Fab utjeCe na vezanje antigena (Wright i sur., 1991.) i uklanjanje protutijela 19G iz
cirkulacije (Goetze i sur., 2011.; Huang i sur., 2006.), dok N-glikozilacija fragmenta Fc utjece
na efektorske funkcije (Quast i sur., 2017.) te odreduje hoce 1i molekula IgG djelovati proupalno
ili protuupalno (Dashivets i sur., 2015.). Predispozicija molekule IgG za vezanje aktivirajucih
ili inhibirajucih efektorskih liganada definirana je, izmedu ostalog, specificnom kombinacijom

strukturno razli¢itih N-glikana na Fc fragmentu ovog protutijela (de Taeye i sur., 2019.).

Dosad je pokazano da su molekule 1gG, kojima nedostaje Gal, tzv. agalaktozilirane (GO)
glikoforme ovog protutijela, uglavnom povezane s patofiziologijom upalnih i autoimunih
bolesti jer djeluju kao pokretaci upale alternativnim putem komplementa (Banda i sur., 2008.)
i lektinskim putem komplementa (Arnold i sur., 2006.). S druge strane, opcenito je prihvaceno
da prisustvo digalaktoziliranih (G2) N-glikana smanjuje upalni potencijal protutijela 1gG tako
Sto omogucéuje kontakt protutijela s inhibiraju¢im FcyRIIB receptorom, koji dalje stvara
kompleks s lektinskim receptorom 1 tipa C (engl. dendritic cell-associated C-type lectin 1,
DECTIN-1) na povrSini neutrofila, Sto dovodi do zaustavljanja aktivacijske kaskade
komplementa te rezultira protuupalnim djelovanjem protutijela(Karsten i sur., 2012.). No, u
slucaju ako galaktoziliranim glikoformama molekule IgG nedostaje srzno vezana fukoza,
pojacava se njihov afinitet za C1q komponentu komplementa i aktivira CDC (Dekkers i sur.,
2017.; Peschke i sur., 2017.).

O vaznosti glikanske strukture za funkciju glikoproteina dovoljno govori primjer
N-glikozilacije molekule 19G, ¢ija upalna aktivnost najviSe OviSi upravo 0 promjeni samo
jednog monosaharida na njegovom Fc fragmentu — sijalinske kiseline. Sijalinizirani N-glikani
jedinstveni su po svojoj sposobnosti pokretanja protuupalnih efektorskih funkcija jer smanjuju
sfinitet molekule IgG za aktivirajuce receptore FcR tipa | (Kaneko i sur., 2006.), a pojacavaju
afinitet za inhibirajuce receptore FcR tipa Il (Anthony i sur., 2008.), dok u isto vrijeme
povecavaju ekspresiju inhibirajué¢eg receptora FcyRIIB na efektorskim stanicama (Pincetic i
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sur., 2021.). Jedan od receptora FcR tipa Il je protein DC-SIGN (engl. dendritic cell-specific
ICAM-3 grabbing nonintegrin), koji je vrlo je vazan za protuupalnu funkciju protutijela IgG u
terapeutskoj primjeni u obliku intravenskog globulinskog pripravka (engl. intravenous
immunoglobulin, 1VIg) (Jolles i sur., 2005.). Ucinkovitost pripravaka IVIg u lijeCenju
autoimunih i upalnih bolesti proizlazi iz povezivanja inhibiraju¢eg receptora FcyRIIB i
receptora DC-SIGN na membrani stanica u prisustvu sijaliniziranih protutijela IgG, ¢ime se
podiZze aktivacijski prag efektorskih funkcija imunosnih stanica makrofaga i dendriti¢kih
stanica $to djeluje protuupalno (Bayry i sur., 2009.). Iako je potvrden nizom istrazivanja
(Anthony i Ravetch, 2010.; Anthony i sur., 2012.; Pincetic i sur., 2014.), znacaj ovog
mehanizma u protuupalnom djelovanju pripravka IVIg do danas je ostao predmet rasprave

medu znanstvenicima (Temming i sur., 2019.).

Srzno fukozilirani N-glikani ¢ine preko 90% glikoformi protutijela IgG u plazmi, a
priblizno su 100 puta manje efikasni u aktiviranju stanicne ADCC (Shields i sur., 2002.) za
razliku od nefukoziliranih glikoformi (Masuda i sur., 2007.). No, iako prisutnost srzne fukoze
predstavlja ,,sigurnosni prekida¢* koji kontrolira upalnu prirodu protutijela 1gG, tek je nedavno
otkriveno da stani¢ni receptor na NK stanicama, DECTIN-1, koji ina¢e sudjeluje u pokretanju
urodenog imunosnog odgovora na gljiviéne patogene (Brown, 2006.), ima ulogu receptora N-
glikana molekule IgG sa srzno vezanom fukozom te sudjeluje u protuupalnim svojstvima ovog

protutijela (Manabe i sur., 2019.).
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2.12 N-glikozilacija imunoglobulina G u zena

Sva istrazivanja 0 N-glikozilaciji molekule 1gG, od samih pocetaka 80-ih godina
proslog stolje¢a do danas, pokazuju da se sastav N-glikana ovog protutijela mijenja tijekom
ljudskog zivota (Parekh i sur., 1988.). Utvrdeno je da se u zdravoj odrasloj populaciji sa
starenjem povecava udio racvaju¢eg GIcNAc i agalaktoziliranih N-glikana, dok se u isto
vrijeme udio digalaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana na molekuli IgG smanjuje (Puci¢ i
sur., 2011.; Yamada i sur., 1997.). Od svih proucavanih glikanskih svojstava, najve¢e promjene
primijecene su u razini galaktozilacije koja se do starosti smanji na 50% maksimalne vrijednosti
koju je osoba imala tijekom zivota (Kristi¢ i sur., 2014.). Posebno je zanimljivo da zene tijekom
Zivota imaju dinamicnije promjene N-glikozilacije molekule 1gG u usporedbi s muskarcima, za
koje se smatra da su povezane s razinom Zenskih spolnih hormona (Kristi¢ i sur., 2014.). Uz
dob, spolni hormoni su vjerojatno drugi najvazniji fizioloski ¢imbenik koji utjeCe na

N-glikozilaciju ovog protutijela (Kavur i sur., 2021.).

Spolno specificne promjene N-glikozilacije protutijela IgG zapocinju jos u djetinjstvu
(Cheng i sur., 2020.). U djevoj¢ica se s pojavom puberteta poveéava razina N-glikana s
galaktozom i sijalinskim kiselinama, koji dosezu svoj maksimum s nastupanjem spolne zrelosti
u ranoj odrasloj dobi, nakon dvadeste godine zivota (Kristi¢ i sur., 2014.; Pucic Bakovic i sur.,
2012.). Tijekom reproduktivnog razdoblja zivota, zene stoga imaju viSu razinu
digalaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana, a nizu razinu agalaktoziliranih N-glikana na
protutijelima 1gG od muskaraca (Bakovi¢ i sur., 2013.). No, to vrijedi samo do ulaska u
menopauzu kada se glikozilacijski status zena naglo mijenja prate¢i drastiénu promjenu
koncentracije spolnih hormona zbog ¢ega dolazi do znacajnog pada razine galaktoziliranih i
sijaliniziranih N-glikana na molekulama IgG (Chen i sur., 2012.). Zene u menopauzi stoga
imaju visu razinu agalaktoziliranih N-glikana od muskaraca iste dobi, koja se sa starenjem
razina ovih N-glikana na molekuli IgG nastavlja povecavati jednakom brzinom u oba spola
(Bakovi¢ 1 sur., 2013.; Chen i sur., 2012.).

Osim u zdravoj populaciji, promjene N-glikozilacije protutijela IgG prate pojavu
mnogih patoloskih stanja u ljudskom organizmu (Gudelj i sur., 2018a.). Maligna oboljenja —
rak (Vuckovi¢ i sur., 2016.; Wieczorek i sur., 2020.), razna upalna stanja — infekcije (Moore i
sur., 2005.) i ozljede (Trbojevié-Akmaci¢ i sur., 2019.), autoimune bolesti (Ercan i sur., 2010.;
Miyoshi i sur., 2015.; Su i sur., 2020.; Vuckovi¢ i sur., 2015.), te nezdrave zivotne navike —
pusenje (Wahl i sur., 2018.) i pretjeran unos hrane koji dovodi do pretilosti (Russell i sur.,
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2018a.), uzrokuju promjene u sastavu N-glikana protutijela 1gG, koje najcesée rezultiraju
povecanjem razine agalaktoziliranih N-glikana — glavne komponente upalnog stanja organizma
(Goulabchand i sur., 2014.).

Estradiol i progesteron su glavni spolni hormoni u Zena za koje je poznato da sudjeluju
u regulaciji imuniteta (Bouman i sur., 2005.). Zene stvaraju brze i jace imunosne reakcije u
doticaju s patogenima, a nakon cijepljenja stvaraju vecu koli¢inu protutijela u usporedbi s
muskarcima (Moulton, 2018.). Takoder, za razliku od muskaraca, zene su zaSti¢enije od
bakterijskih i virusnih infekcija, no ¢eS¢e obolijevaju od autoimunih bolesti (Bhatia i
sur., 2014.). Pretpostavka da su spolni hormoni vazni modulatori tijeka bolesti vezana je uz
istrazivanja etiologije raznih autoimunih i upalnih bolesti u zena (Hughes i Choubey, 2014.).
Iako to¢ni mehanizmi u patologiji navedenih bolesti jos uvijek nisu razja$njeni, mnoga
istrazivanja pripisuju znacajnu ulogu upravo promijenjenoj N-glikozilaciji molekule 1gG
(Gudelj i sur., 2018a.).

Nedavno je objavljeno da N-glikozilacija molekule IgG moze biti modulirana faktorima
poput spolnih hormona (Chen i sur., 2012.; Prados i sur., 2011.). Vazna zapazanja 0 povezanosti
spolnih hormona i N-glikozilacije protutijela 1gG proizasle su iz istrazivanja u kojima se
usporedivala aktivnost bolesti u Zena prije, tijekom i nakon trudnoc¢e (Bondt i sur., 2013.; van
de Geijn i sur., 2009.; Selman i sur., 2012.), zatim otkrivanjem povecanog rizika nastanka
bolesti koji prati razinu endogenih hormona u postmenopauzi (Kristi¢ i sur., 2014; Kifer i sur.,
2021.), ili usporedbom ugestalosti bolesti u muskaraca i zena iste dobi (Cincinelli i sur., 2018.;
Ngo i sur., 2014.; Whitacre i sur., 1999.). Do sada su znanstvenici uspjeli povezati vrlo nisku
razinu estrogena u plazmi s povecanim rizikom razvoja reumatoidnog artritisa, ucestale
autoimune bolesti u zena u menopauzi (Engdahl i sur., 2018.; Huang i sur., 2017.). Povezanost
razine zenskih spolnih hormona i N-glikozilacije molekule IgG narocito je vidljiva tijekom
trudnoce. Kod Zena koje boluju od reumatoidnog artritisa, visoka razina estrogena tijekom
trudnoce potice galaktozilaciju, a posebno sijalinizaciju molekule 1gG, koja dovodi do remisije
bolesti (van de Geijn i sur., 2009.). Unutar 6 tjedana nakon poroda, razina spolnih hormona se
smanjuje (Selman i sur., 2012.) §to u Zena koje boluju od reumatoidnog artritisa uzrokuje
ponovnu aktivaciju te autoimune bolesti pracene kombinacijom niske razine galaktozilacije i
sijalinizacije (Bondt i sur., 2013.; van de Geijn i sur., 2009.) i visoke razine agalaktozilacije

molekule IgG, koja nerijetko premasuje vrijednosti prije same trudnoée (Rook i sur., 1991.).
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Sto se tiGe menstruacijskog ciklusa, Zene opcenito osjecaju pogorSanje simptoma
kroni¢nih i akutnih bolesti netom prije menstruacije, ili tijekom menstruacije, kada je razina
spolnih hormona niska (Oertelt-Prigione, 2012.). Dosad su zabiljezene promjene u broju i
aktivnosti imunosnih stanica (NK stanica, T i B limfocita) i protutijela s fazom menstruacijskog
ciklusa ne samo lokalno u tkivima zenskog spolnog sustava (Safaeian i sur., 2009.), vec¢ i
sistemski u cirkulaciji (Lee i sur., 2010.). Otkriée ovih imunosnih odgovora specifi¢nih za fazu
menstruacijskog ciklusa potaknulo je ideju o ciklickom imunitetu zena koji se razvio kao spolno
specifi¢na evolucijska prilagodba na virulentnost patogena, ali i kao mehanizam kojim Zensko
tijelo odabire embrije koji imaju najvecu sposobnost prezivljavanja (Alvergne i HOgqvist
Tabor, 2018.).

Tijekom menstruacijskog ciklusa izmjenjuju se razdoblja snazne imunosne aktivnosti te
reproduktivno povoljnih razdoblja sa smanjenim imunosnim reakcijama, koja su regulirana
djelovanjem estrogena i progesterona. Poznato je da estrogen ima i upalna i protuupalna
svojstva, koja ovise o njegovoj koncentraciji i omjeru izmedu koncentracije estrogena i
progesterona u tijelu (Khan i Ansar Ahmed, 2015.), dok progesteron uglavnom ima protuupalno
djelovanje (Hughes, 2012.). Stoga, povisena razina estrogena i progesterona U luteinskoj fazi
menstruacijskog ciklusa aktivira pomagacke T limfocite (engl. T helper, Th), koji se
diferenciraju u podtip Th2, koji potice proizvodnju protutijela, aktivira bazofile i mastocite. S
druge strane, pri niskoj koncentraciji estrogena u ve¢em dijelu folikularne faze menstruacijskog
ciklusa nastaje podtip Thl limfocita zaduzen za razvoj specificne imunosti tj. aktivacije
citotoksi¢nih limfocita T, makrofaga, NK-stanica, te reakcije kasne preosjetljivosti (Malenica,
2005). Ova saznanja upucuju na mogucnost da fluktuacija spolnih hormona tijekom
menstruacijskog ciklusa utje¢e na N-glikozilaciju molekule IgG, a posljedi¢no i na promjenu,

ne samo stani¢nog, ve¢ i humoralnog imuniteta zene (Alvergne i Hogqvist Tabor, 2018.).

lako su mnoga dosadasnja istrazivanja ve¢ ukazivala na povezanost zenskih spolnih
hormona i N-glikozilacije protutijela 1gG, ona je zaista potvrdena tek u hormonskim
intervencijskim studijama. Prva takva studija objavljena je 2017. godine, a ukljucivala je
koriStenje sintetskih analoga hormona GnRH za supresiju aktivnosti osi HPO i proizvodnje
spolnih hormona u reproduktivno aktivnih Zena, zena u menopauzi, te muskaraca, a otkrila je
klju¢nu ulogu estrogena za galaktozilaciju protutijela IgG u oba spola (Ercan i sur., 2017.). U
istrazivanju koje je uslijedilo, ponovljena je analiza glikanskih profila molekule 1gG na istim

uzorcima, ovaj put koristenjem najmodernije tehnologije tekué¢inske kromatografije ultravisoke
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uc¢inkovitosti. Osim promjena razine galaktozilacije, u ponovljenoj analizi tkrivena je povecana
razina rac¢vajuc¢eg GlcNAc i smanjena razina sijalinizacije protutijela 1gG u zena kod kojih je

privremeno medicinski inducirana menopauza (Juri¢ i sur., 2020.).

Budu¢i da se N-glikozilacija protutijela IgG stalno mijenja s obzirom na zdravstveno
stanje osobe, N-glikani imaju veliki potencijal postati Siroko koristeni biomarkeri za dijagnozu
raznih bolesti(Liu i sur., 2019.; Russell i sur., 2018b.), te je stoga potrebno temeljito istraziti
sve ¢imbenike koji bi mogli utjecati na njegovu N-glikozilaciju. Osim veé¢ dobro poznatog
utjecaja okoli$nih i geneti¢kih faktora, jo§ uvijek nema podataka o moguc¢im promjenama
N-glikozilacije molekule IgG tijekom menstruacijskog ciklusa, niti je poznato treba li fazu
menstruacijskog ciklusa uzimati u obzir prilikom uzorkovanja zena u epidemioloskim
studijama. Glavni cilj ovog istrazivanja je stoga bio longitudinalno pratiti i usporediti glikanske
profile molekule IgG zdravih Zena u reproduktivnom razdoblju Zivota u razli¢itim fazama
tijekom nekoliko menstruacijskih ciklusa i ispitati postoji li povezanost faze menstruacijskog
ciklusa i koncentracije spolnih hormona s razinom glikozilacijskih svojstava molekule 19G.
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Materijali i metode

3.1 Ispitanice

U studiji su sudjelovale zdrave odrasle Zene koje su ukljucene u istrazivanje putem
projekta “The association between glycosylation of IgG and female menstrual cycle”
financiranog od strane Medicinskog fakulteta u Pekingu. Uklju¢ivanje je provedeno na temelju
podataka o prethodnim menstruacijskim ciklusima, zdravstvenom stanju i Zivotnim navikama
svake osobe dobivenim putem eliminacijskog upitnika (u prilogu). Ukljuéni kriteriji za
sudjelovanje u studiji bili su: starost osobe (punoljetne osobe do menopauze) te redoviti i
normalni menstruacijski ciklusi (Mihm i sur., 2011.). U studiju su se uklju¢ivale samo one Zene
koje nemaju dijagnosticirane bolesti za koje je poznato da utje¢u na promjene glikanskog
profila molekule IgG. To su naj¢e$¢e upalne bolesti poput autoimunih oboljenja, razne
infekcije, te tumori (Gudelj i sur., 2018a.). Isklju¢ni kriteriji za sudjelovanje u studiji bili su:
trudnoca, dojenje, menopauza, uzimanje oralnih kontracepcijskih sredstava ili drugih
hormonskih terapija, puSenje cigareta te konzumacija alkohola. U studiju je uklju¢eno
sveukupno 70 zdravih odraslih Kineskinja etni¢ke pripadnosti Han u rasponu od 19 do 48
godina starosti (Slika 12). Sve ispitanice su potpisale informirani pristanak za sudjelovanje u
istrazivanju, a studiju su odobrila Eticka povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu i Medicinskog fakulteta u Pekingu. Studija je provedena u skladu s nacelima Helsinske

deklaracije.
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Slika 12: Raspodjela broja Zena po dobi u analiziranoj grupi Zena (kohorta). N(zena)=70
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3.2 Koncept studije

U svrhu analize N-glikozilacije molekule 1gG i koncentracije spolnih hormona,
prikupljani su uzorci periferne krvi iz kojih je izdvojena krvna plazma. Uzorkovanje je
provedeno od rujna do studenog 2016. godine, kroz dvanaest uzastopnih tjedana, jednom tjedno
(ujutro), u pravilnim razmacima od sedam dana, te neovisno o fazi menstruacijskog ciklusa

pojedine Zene (Slika 13).

Od zdravih ispitanica uzeto je 5 mL pune Kkrvi venepunkcijom u epruvete punjene
antikoagulansom etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA) (BD Vacutainer) rutinskom
procedurom u Naftnoj bolnici Jidong u kineskoj provinciji Hebei. Uzorci krvi inkubirani su
30 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je uslijedilo centrifugiranje na 1670g tijekom 10 min

na 4°C radi odvajanje plazme. Uzorci plazme ¢uvani su na -80°C do daljnje analize.

Prilikom svakog posjeta ispitanice su ispunile kratak upitnik vezano uz zdravstveno
stanje 1 menstruacijski ciklus od zadnjeg vadenja Krvi (u prilogu). Identitet ispitanica je zasticen
na nac¢in da je uzorak svake ispitanice kodiran brojem. Dobiveni podatci koriSteni su za
odredivanje duljine trajanja menstruacijskog ciklusa svake Zene za vrijeme trajanja studije.
U svim uzorcima krvne plazme odredena je koncentracija triju spolnih hormona - estradiola
(17p-estradiol), progesterona i testosterona, kako bi se omogucilo praé¢enje faza menstruacijskih
ciklusa u zena, i analizirani su N-glikozilacijski profili molekule 1gG.

Sedam ispitanica nije uspjelo zavrSiti predvideni protokol uzorkovanja te je za njih
prikupljeno manje od planiranih 12 uzoraka plazme. Kao razlozi odustajanja navedeni su fizicki
simptomi poput vrtoglavice i bljedila u licu, te niska razina zeljeza u krvi, dok je jedna ispitanica
odustala zbog privatnih razloga. Nadalje, tijekom studije jedna je ispitanica oboljela od gripe,
a dvije od prehlade te su koristile analgetike za ublazavanje simptoma bolesti poput snizavanja
temperature i uklanjanja boli, zbog ¢ega su njihovi podatci iskljuceni iz statisticke obrade. U
konacnici je, umjesto planiranih 840 uzoraka, tijekom studije prikupljeno 806 uzoraka plazme

od 70 Zena.

35



Protokol
uzorkovanja i anketiranja

\ 4

Ispitanice (N=70)

| Vadenje krvi (1. tjedan)

| Vadenje krvi (2. tjedan)

1 uklju¢ena ﬁ

ﬂ 1 odustala

(uzorci nisu
| analizirani)

Vadenje krvi (3. tjedan)
]

Vadenje krvi (5. tjedan)
T

|
| Vadenje krvi (4. tjedan)
|
|

Vadenje krvi (6. tjedan)

| ) «odustare

| Vadenje krvi (7. tjedan)
-

| Vadenje krvi (8. tjedan)

N — ocusae

Vadenje krvi (9. tjedan)
|

Vadenje krvi (10. tjedan)
|

Vadenje krvi (12. tjedan)

|

|

| Vadenje krvi (11. tjedan)
| —

Ukupno 806 uzoraka
plazme

Materijali i metode

Protokol eksperimenata

¥

‘ Uzorci plazme (N=806) ‘

2

Priprema uzoraka i mjerenja |

!

Koncentracija spolnih
hormona
(E2,PiT)

v

h 4

| Izolacija IgG |

A 4

| UPLC analiza glikana |

-

¥

Anketni upitnik
(N=806)

Duljina
menstruacijskog
ciklusa
N(Zena)=70

v

Sirovi podatci

\ 4

Isklju¢enje i filtriranje podataka prema postavljenim kriterijima ‘

v

Faze menstruacijskog
ciklusa
N(MC)=140

v

v

Dinamika spolnih
hormona
N(Zena)=60

N-glikozilacija IgG
(GO, G1, G2, S, F, B)

N(1gG)=500

Slika 13: Shema protokola uzorkovanja i izvedenih eksperimenata u studiji. B — N-glikani s ra¢vaju¢im GIcNAc, E2 — estradiol, F — N-glikani sa srznom fukozom,
GO - N-glikani bez galaktoze, G1 — N-glikani s jednom galaktozom, G2 — N-glikani s dvije galaktoze, MC — menstruacijski ciklus, P — progesteron, S — glikani sa sijalinskom

kiselinom, T — testosteron.
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3.3 Materijali

3.3.1 Kemikalije

2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich), 2-pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich),
acetonitril (HPLC grade) (Scharlab), acetonitril (LC-MS) (J. T. Baker), amonijev klorid
(NH4CI) (Acros Organics), amonijev hidrogenkarbonat (NH4sHCO3) (Acros Organics), dimetil
sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich), etanol (Carlo Erba), mravlja kiselina (HCOOH) (Merck),
igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KH2POa) (Sigma-Aldrich), kalijev
klorid (KCI) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCI) (Kemika), natrijev dodecil-sulfat (SDS)
(Sigma-Aldrich), natrijev  hidrogenfosfat (Na;HPOs4) (Acros Organics), natrijev
hidrogenkarbonat (NaHCOz3) (Merck), natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika), natrijev klorid
(NaCl) (Carlo Erba), octena kiselina (CH3COOH) (Merck), otopina amonijaka (Merck),

tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Acros Organics), ultracista voda (Millipore).

3.3.2 Enzimi i komercijalni setovi reagencija

ARC 2" Gen Testo RGT (Abbott Diagnostics)

ARC Estradiol RGT (Abbott Diagnostics)

ARC Pre-trigger solution (Abbott Diagnostics)

ARC Progesterone RGT (Abbott Diagnostics)

ARC Trigger solution (Abbott Diagnostics)
peptid-N-glikozidaza F (PNGaza F; 10 U/mL) (Promega)

3.3.3 Plocice za pripremu i procis¢avanje uzoraka

GHP Acroprep 0.20 um filter plocica (Pall)
GHP Acroprep 0.45 um filter plocica (Pall)
Plocica za prikupljanje uzoraka s 96 jaZica, zapremnine 1 1 2 mL (Waters)

Protein G plocica (BIA Separations) - plo¢ica monolita s proteinom G (96 jazica)
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3.3.4 Pribor i uredaji

ABgene PCR plocice (Thermo Scientific)

Acquity UPLC Glycan BEH amidna kolona, 130 A, 1.7 um, 2.1 mm x 100 mm (Waters)
Acquity UPLC H-Class tekué¢inska kromatografija ultravisokih performansi (Waters)
Analiticka vaga Explorer® (OHAUS)

ARCHITECT® i1000SR analizator (Abbott Diagnostics)

Centrifuga miniSpin (Eppendorf)

Centrifuga model 5840 (Eppendorf)

Digestor DIGIM 15 AFM (SCHNEIDER)

Epruvete za vadenje krvi punjene antikoagulansom etilendiamintetraoctenom kiselinom
(EDTA) (BD Vacutainer® K2EDTA REF 368861)

Kruzna tresilica model 3023 (GFL)

Laboratorijska pe¢nica LAB. HOT AIR OVEN (M.R.C.)

Laboratorijska tresilica Vortex-Genie 2 (Scientific Industries)

Laboratorijski inkubator LAB. INCUBATOR (M.R.C.)

Magnetska mijesalica MR 3000 D (Heildoph)

pH-metar FiveEasy™ (METTLER TOLEDO)

Pipet-Lite XLS ru¢ne mikropipete jedno- i viSekanalne raznih volumena (Rainin)
Reakcijske tubice ARC (Abbott Diagnostics)

Refrigerated Vapor Traps RVT400 i vakuumska pumpa OFP400 (Thermo Scientific)
Rotacijski vakuum koncentrator Savant SC210A SpeedVac i Savant zamka za otapalo (Thermo
Scientific)

Sistem za proc¢is¢avanje vode Direct-Q 3UV (Millipore)

Spektrofotometar Nanodrop ND-8000 (Thermo Scientific)

Tehnicka vaga model JL1502-G (METTLER TOLEDO)

Uredaj za filtriranje uz pomo¢ vakuuma (engl. Vacuum Manifold) i vakuumska pumpa (Pall)
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3.4 Metode

3.4.1 Imunokemijska metoda odredivanja koncentracije spolnih hormona

Koncentracije spolnih hormona estradiola, progesterona i testosterona izmjerene su u
uzorcima krvne plazme kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom posredovanom
mikroGesticama (engl. chemiluminescent microparticle immuno assay, CMIA) na
automatiziranom sustavu ARCHITECT® i1000SR (Abbott Diagnostics) uz koristenje
komercijalnih setova reagencija za detekciju hormona s promjenjivim testnim protokolima
navedenog proizvodaca (Stricker i sur., 2006.). Prije mjerenja koncentracija spolnih hormona,
sustav je bilo potrebno kalibrirati pomocu otopina za kalibriranje na hormon c¢ija se
koncentracija odreduje. Reakcijska smjesa za odredivanje koncentracije spolnih hormona
dobivena je mijesanjem uzorka krvne plazme (200 pL) svake ispitanice, paramagnetskih
mikrocestica oblozenih protutijelima na hormon od interesa te konjugata hormona od interesa
obiljezenog akridinom u jednokratnim reakcijskim tubicama ARC (Abbott Diagnostics). Na
mikrocCestice obloZene protutijelima prvo se vezao hormon iz plazme, a na preostala slobodna
antitijela na mikrocesticama vezao se akridinilirani konjugat hormona od interesa koji u
doticaju s predaktivacijskom (engl. pre-trigger solution; H202, ¢ = 1.32%) i aktivacijskom
(engl. trigger solution; NaOH, ¢ = 0.35 M) otopinom pokrece reakciju kemiluminiscencije.
Kemiluminiscentni signali detektirani su pomocu optike ARHITECT iSystem i izrazeni su u
relativnim svjetlosnim jedinicama (engl. relative light units, RLUs). Koncentracija hormona u
plazmi obrnuto je proporcionalna detektiranim RLU jedinicama. Ova analiza provedena je u
suradnji s Endokrinoloskim laboratorijem Bolnice za Zenske bolesti i porode Klinickog

bolnickog centra Zagreb.
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3.4.2 Analiza N-glikozilacije imunoglobulina G

3.4.2.1 Izolacija imunoglobulina G

Imunoglobulin G je izoliran iz uzoraka krvne plazme afinitetnom kromatografijom
vezanjem na protein G plocicu s 96 jazica (BIA Separations) uz koriStenje vakuum uredaja za
filtriranje plocica (engl. vacuum manifold, Pall). Svi koraci izolacije protutijela 1gG odvijaju se
pri tlaku od oko 430 mm zive, osim pri nanoSenju uzorka plazme i eluiranju molekula IgG,
kada se koristi smanjeni tlak od oko 250 mm zive. Izolacija imunoglobulina G iz krvne plazme
izvodi se u digestoru, a koriStene otopine se prije upotrebe filtriraju kroz filtar 0.2 um Supor

PES (Nalgene).

Prije nanoSenja uzoraka, Protein G plocica je bila pripremljena uzastopnim ispiranjem
s otopinama, redom: 2 mL ultra ¢iste vode (18 MQ/cm pri 25°C), 2 mL 1x koncentriranog
pufera PBS pH 7.4 (137 mmol/L NaCl; 2.7 mmol/L NaxHPOas; 9.7 mmol/L KH2POy;
2.2 mmol/L KCI; titrirano s NaOH do pH 7.4), 1 mL 0.1 mol/L HCOOH pH 2.5; 2 mL
10x koncentriranog pufera PBS pH 6.6; te je na kraju uravnotezena ispiranjem s
4 mL 1x koncentriranog pufera PBS pH 7.4.

Osim uzoraka plazme ispitanica (100 uL), na svaku plo¢icu je nasumicno stavljeno po
pet alikvota standardnog uzorka plazme (50 pL), a u jednu jazicu stavljeno je 700 pL
1x koncentriranog pufera PBS kao negativna kontrola. Uzorci plazme su promijeSani i
centrifugirani 10 min na 1479 g (centrifuga model 5840, Eppendorf). Zatim su razrijedeni
1x koncentriranim puferom PBS pH7.4 u omjeru 1:7 (v/v) te filtrirani kroz filtar plo¢icu
0.45 um GHP AcroPrep s 96 jazica (Pall) upotrebom vakuum uredaja za plocice (Pall).
Filtrirani uzorci plazme naneseni su na Protein G ploCicu i isprani tri puta s 2 mL
1x koncentriranog pufera PBS pH 7.4 kako bi se uklonili nevezani proteini. Vezani IgG je
eluiran s Protein G plocice ispiranjem s 1 mL 0.1 mol/L HCOOH, te je neutraliziran sa 170 pL

1 mol/L NH4HCO3 ¢ime je dobiven ukupni volumen od 1170 pL IgG eluata.

Protein G plocica je regenerirana radi moguénosti ponovnog koriStenja ispiranjem s
ImL 0.1 mol/lL HCOOH, 2 mL 10x koncentriranog pufera PBS pH 6.6,
4 mL 1x koncentriranog pufera PBS pH 7.4 te 1 mL pufera za skladiStenje plocice
(etanol ¢ =20%, 20 mmol/L Tris; 0.1 mol/L NaCl; titrirano s HCI do pH 7.4), nakon Cega je

dodan jo§ 1 mL pufera za skladiStenje i ploCica je spremljena na 4°C.
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3.4.2.2 Odredivanje koncentracije imunoglobulina G

Koncentracija imunoglobulina G izoliranog iz plazme odredena je za svaki uzorak
mjerenjem apsorbancije pri 280 nm pomocu spektrofotometra Nanodrop ND-8000
(Thermo Scientific). Od ukupno 1170 uL IgG eluata, 300 uL je izdvojeno za susenje U
rotacijskom vakuum koncentratoru SpeedVac Concentrator SC210A (Thermo Scientific).
Osuseni uzorci koristeni su u narednim koracima, dok je preostali volumen IgG eluata

spremljen na -20°C.
3.4.2.3 Denaturacija i deglikozilacija imunoglobulina G u otopini

Osuseni uzorci IgG denaturirani su dodatkom 30 pL natrijevog dodecil sulfata
(SDS, y =1.33%) te inkubirani 10 min na 65°C, nakon ¢ega su ohladeni na sobnoj temperaturi
tijekom 30 min. Svakom uzorku je dodano 10 pL otopine Igepal CA-630 (¢ = 4%)
(Sigma Aldrich) kako bi se deaktivirao suvisak SDS-a, a plo¢ica je inkubirana 15 min na sobnoj
temperaturi. Molekule 1gG su deglikozilirane dodatkom 10 pL 5x koncentriranog PBS pufera
I 1.25 U enzima PNGase F (Promega). Enzim PNGaza F cijepa N-glikozidnu vezu izmedu
unutarnjeg GIcNAc-a srzi N-glikana i asparaginskog ostatka proteinskog dijela molekule 1gG.
Reakcija oslobadanja N-glikana s molekule IgG provedena je inkubacijom uzoraka 18 h na
37°C.

3.4.2.4 Fluorescentno obiljezavanje i procis¢avanje slobodnih N-glikana imunoglobulina G

Budu¢i da glikani u svojoj strukturi ne posjeduju kromofore, nemoguce ih je detektirati
spektrofotometrijskim metodama. Slobodni N-glikani se stoga obiljezavaju fluorescentnom
bojom 2-aminobenzamidom (2-AB). Postupak obiljeZzavanja proveden je u digestoru
koriStenjem svjeZze otopine za obiljezavanje N-glikana koja se priprema tako da se
2-AB (y-=19.2 mg/mL) i 2-pikolin boran (2-PB; y = 44.8 mg/mL) otope u otopini octene
kiseline (HAc) i dimetilsulfoksida (DMSQO) u omjeru 30:70 (v/v). Nakon $to je svakom uzorku
dodano po 25 pL otopine za obiljezavanje, uslijedila je inkubacija 2 h pri 65°C.

Nakon hladenja 30 min na sobnoj temperaturi, svakom je uzorku dodano 700 uL
ohladenog acetonitrila (¢ = 100%, 4 °C) te su uzorci prebaceni na filtar plocicu
GHP AcroPrep 0.2 um. Filtar plocica je prethodno bila pripremljena ispiranjem svake jazice s

po 200 pL etanola (¢ = 70%), ultraciste vode i ohladenim acetonitrilom (¢ = 96%, 4°C).
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Izmedu svakog od ovih koraka, filtar plocica je ispraznjena koriStenjem uredaja za filtriranje

pomocu vakuuma (Pall), pri ¢emu vakuum nije prelazio 50 mmHg.

Nakon prebacivanja na filtar plo¢icu GHP AcroPrep 0.2 um, uzorci su inkubirani 2 min
na sobnoj temperaturi. Tijekom inkubacije, slobodni N-glikani obiljezeni bojom 2-AB vezali
su se za hidrofilnu polipropilensku membranu plocice. Svaki uzorak je zatim ispran 4 puta s
200 uL ohladenog acetonitrila (¢ = 96%, 4°C). Tekuc¢inskom kromatografijom temeljenom na
hidrofilnim interakcijama uz ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (engl. hydrophilic interaction liquid
chromatography — solid phase extraction, HILIC-SPE) iz uzoraka su uklonjena onecis¢enja,
kao $to su proteini, suvisak fluorescentne boje i ostali reagensi. Eluiranje N-glikana obiljezenih
bojom 2-AB izvedeno je u dva istovjetna koraka: u svaku jazicu dodano je po 90 pL ultraCiste
vode, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija 15 min na sobnoj temperaturi uz protresanje na
kruznoj tresilici model 3023 (GFL). N-glikani obiljezeni bojom 2-AB eluirani su
centrifugiranjem filtar plocice GHP AcroPrep 0.2 pm tijekom 5 min pri 164 g u centrifugi
model 5840 (Eppendorf) te su sakupljeni u ABgene PCR plocice. Pro¢is¢eni fluorescentno

obojani N-glikani molekula IgG spremljeni su na - 20°C do daljnje upotrebe.
3.4.2.5 Analiza N-glikana imunoglobulina G tekucinskom kromatografijom

Fluorescentno obiljezeni N-glikani molekule IgG analizirani su metodom tekuéinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama
(engl. hydrophilic interaction ultra-performance liquid chromatography, HILIC-UPLC) na
amidnoj koloni ACQUITY UPLC® Glycan BEH (Waters, USA) duljine 100 mm, promjerom
2.1 mm 1 veli¢inom Cestica 1.7 um prema prethodno utvrdenom protokolu (Puci¢ i sur., 2011.).
Navedena analiza provedena je na uredaju Acquity UPLC H-Class (Waters) kojeg ¢ine modul
za upravljanje otapalima (engl. quaternary solvent manager, QSM), modul za upravljanje
uzorcima (engl. sample manager, SM) i fluorescencijski (FLR) detektor. Instrument je

kontroliran programom Empower 3, verzija 3471 (Waters, USA).

Uzorci glikana se za analizu pripremaju mijeSanjem s acetonitrilom (¢ = 100%) u
omjeru uzorak : ACN = 20 : 80 (v/v). Za mobilnu fazu koriSteni su amonijev formijat
(HCOONH4s; ¢ = 100 mM, pH 4.4) kao otapalo A, i acetonitril (¢ = 100%) kao otapalo B, a
sustav je izmedu analiza ispiran otopinom acetonitrila (¢ = 75%). Uzorci su ohladeni na 10°C
prije injektiranja, a odvajanje na koloni odvijalo se pri 60°C. Glikani se na koloni razdvajaju na

temelju njihove razliCite interakcije sa stacionarnom, odnosno, mobilnom fazom pri ¢emu je
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stacionarna faza polarna, a mobilnu fazu ¢ini nepolarno otapalo s rastu¢im volumnim udjelom
polarnog otapala. U postupku odvajanja koristen je linearni gradijent od 25-38% otapala A pri
protoku od 0.40 mL/min tijekom analitickog postupka u trajanju od 27 min. Razdvojeni glikani
detektirani su pomoc¢u FLR detektora pri valnoj duljini ekscitacije i emisije za fluorescentnu
boju 2-AB (lex = 250 nm, Aem = 428 nm). Sustav je kalibriran pomocu vanjskog standarda kojeg
¢ine fluorescentno obiljezeni oligomeri glukoze (engl. dextran ladder) pri ¢emu je vrijeme
zadrZzavanja glikana na koloni (engl. retention time, RT) izrazeno u jedinicama glukoze (engl.
glucose units, GU). Razdvajanjem N-glikana obiljezenih bojom 2-AB opisanim postupkom

tekuc¢inske kromatografije nastaje karakteristicni kromatogram od 24 glikanska pika ¢iji je

sastav odraden ranije (Puci¢ i sur., 2011.).

3.4.3 Obrada i analiza podataka

3.4.3.1 Uklanjanje varijacije glikanskih podataka uslijed serija eksperimenata

Kako bi se smanjila varijacija zbog serija eksperimenata (engl. batch effect) svi uzorci
iste osobe, koji su sakupljani u 12 vremenskih toc¢aka, bili su analizirani na istoj plocici.
Na svaku plocicu su stoga nasumicno rasporedeni uzorci plazme najvise tri do pet osoba tako
da je prosjek godina ispitanica na svakoj plocici bio podjednak. Plocice su sadrzavale i
standardni uzorak plazme u pentaplikatu koji je sluZio za kontrolu nebioloske varijabilnosti,
odnosno tehnicke varijacije metode. Ovakvim analitickim pristupom izbjegnuta je varijacija
medu ploCicama te nije bilo potrebe izvoditi uobic¢ajenu korekciju glikanskih podataka na

razlike u serijama (engl. batch correction).
3.4.3.2 Obrada glikanskih podataka

Svaki kromatogram dobiven analizom N-glikana tekuéinskom kromatografijom,
integriran je na isti nacin 1 podijeljen na 24 glikanska pika. Glikanski podatci su najprije
normalizirani na ukupnu povrsinu (engl. total chromatographic area). To znaci da je povrSina
svakog glikanskog (kromatografskog) pika podijeljena s ukupnom povrSinom tog
kromatograma kako bi glikanska mjerenja razli¢itih uzoraka bila usporediva. Relativni udio
N-glikana u svakom piku prikazan je kao postotak ukupne integrirane povrsine (% area) (Puci¢
I sur., 2011.). Set od 20-ak rucno integriranih kromatograma koristen je kao predlozak za
automatsko intgriranje svih kromatograma N-glikana molekule 1gG u ovoj studiji (Agakova i
sur., 2017.).
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3.4.3.3 Odredivanje izvedenih glikanskih svojstava imunoglobulina G

Osim 24 direktno izmjerenih glikanskih svojstava, za molekulu IgG je dodatno
izraCunato Sest izvedenih glikanskih svojstava koja grupiraju N-glikane odredenih strukturnih
osobina, sto omogucuje laksu analizu i razumijevanje bioloskih procesa u kojima sudjeluju
odredene glikoforme protutijela IgG (Tablica 1). Izvedena svojstva stoga predstavljaju relativnu
zastupljenost galaktoziliranih (N-glikani bez galaktoze — GO, s jednom galaktozom — G1
i s dvije galaktoze — G2), sijaliniziranih (N-glikani sa sijalinskom kiselinom — S), fukoziliranih
(N-glikani sa srznom fukozom — F) i N-glikana s ra¢vaju¢im GIlcNAc (engl. bisecting, B)
u ukupnom N-glikomu molekula IgG.

Tablica 1: Formule za izracun izvedenih glikanskih svojstava molekula IgG.

lzvedena glikanska svojstva Kromatografski pikovi

GO (Agalaktozilirani N-glikani) GP1+GP2+GP3+GP4+GP6

G1 (Monogalaktozilirani N-glikani) GP7+GP8+GP9+GP10+GP11

G2 (Digalaktozilirani N-glikani) GP12+GP13+GP14+GP15

S (Sijalinizirani N-glikani) GP16+GP17+GP18+GP19+GP21+GP22+GP23+GP24

F (N-glikani sa srznom fukozom) GP1+GP4+GP6+GP8+GP9+GP10+GP11+GP14+GP15+GP16+GP18+GP19+GP23+GP24
B (N-glikanis raévaju¢im GIcNAc) GP3+GP6+GP10+GP11+GP13+GP15+GP19+GP22+GP24

3.4.3.4 Povezanost dinamike spolnih hormona i glikanskih svojstava imunoglobulina G u
menstruacijskom ciklusu

Vremenski pomak u dinamici spolnih hormona i glikanskih svojstava protutijela 1gG
utvrden je usporedbom njihovih najvisih vrijednosti u menstruacijskom ciklusu (MC). Najveca
koncentracija spolnih hormona (E2, P i T) i najveca razina glikanskih svojstava (G0, G1, G2,
S, F i B), odredena je kao prosjeéni % menstruacijskog ciklusa (Pik) dobiven na razini svih
menstruacijskih ciklusa razli¢itog trajanja (izmedu 26 i 34 dana) svih Zena (Tablica 7).
Normalizacijom svih ciklusa na prosje¢nu duljinu ciklusa (30 dana) prosjec¢ni %MC pretvoren

je u dane (MC Pik) prema formuli:

MC Pik (X) = Pik (X) x MC duljina

MC — menstruacijski ciklus, MC duljina = 30 dana (prosjec¢na duljina MC u studiji), X = spolni
hormon ili glikansko svojstvo.

Primjeri: MC Pik (E2) = 45% x 30 dana = 0.45 x 30 dana = 13.5 ~ 13. dan MC
MC Pik (S) = 84% x 30 dana = 0.84 x 30 dana = 25.2 ~ 25. dan MC
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Vrijeme koje je proslo od dana u kojem je primije¢ena najveéa koncentracija pojedinog
spolnog hormona (MC Pik (X2)) do dana u kojem je primije¢ena najveca razina odredenog
glikanskog svojstva (MC Pik (X1)) predstavlja vremenski pomak (MC Pomak) u dinamici ovih

varijabli tijekom menstruacijskog ciklusa, a izracunata je prema formuli:

MC Pomak (X1, X2) = MC Pik (X2) - MC Pik (X1)

MC — menstruacijski ciklus, MC duljina = 30 dana (prosje¢na duljina MC u studiji), X1 = spolni
hormon, X; = glikansko svojstvo

Primjer: MC Pomak (S, E2) = MC Pik (S) — MC Pik (E2) = 25. dan — 13. dan = 12 dana

3.4.3.5 Statisticka analiza podataka

Podatci su analizirani i vizualizirani pomocu programskog jezika R (verzija 3.0.1).
Dinamika glikana i spolnih hormona u menstruacijskom ciklusu aproksimirana je modelom
menstruacijskog ciklusa. Duljina menstruacijskih ciklusa u studiji standardizirana je
normalizacijom duljine trajanja pojedinacnih menstruacijskih ciklusa na 100%, c¢ime je
omoguceno pozicioniranje i usporedba glikanskih podataka i koncentracija spolnih hormona
unutar zajedni¢kog modela menstruacijskog ciklusa neovisno o trajanju svakog pojedina¢nog
menstruacijskog ciklusa. Glikanska mjerenja standardizirana su dijeljenjem svakog mjerenja s
njegovom prosjecnom vrijednosti kako bi se omogucila usporedba izmedu razli¢itih glikanskih

svojstava.

Analiza povezanosti menstruacijskog ciklusa s glikanskim svojstvima izvedena je
koriStenjem linearnog mjeSovitog modela. U linearnom mjeSovitom modelu fiksirana varijabla
bila je dob, dok je nasumic¢na varijabla bila subjekt (osoba). Pretpostavljeni periodi¢ni obrazac
longitudinalnih mjerenja glikana modeliran je kao linearna kombinacija sinusne i kosinusne

funkcije za faze menstruacijskog ciklusa.

Analiza povezanosti koncentracije spolnih hormona s izvedenim glikanskim svojstvima
provedena je koriStenjem linearnog mjesSovitog modela. U linearnom mjeSovitom modelu
fiksirana varijabla bila je dob, dok je nasumic¢na varijabla bila subjekt (osoba). p vrijednosti su
korigirane na viSestruko testiranje Benjamini-Hochberg metodom. Korigirane p vrijednosti

manje od 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnima.
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Rezultati

4.1 Karakteristike ispitanica

Prilikom odabira Zena za istrazivanje, prikupljeni su osnovni op¢i, antropometrijski i
zdravstveni podatci vezani uz menstruacijski ciklus svake osobe. Opis ispitivane kohorte dan
je utablici 2. Prije ukljucivanja u studiju bio je djelomi¢no poznat zdravstveni status ispitanica,
odnosno bilo je poznato da ne boluju od akutne ili kroni¢ne bolesti, ne koriste hormonsku
nadomjesnu terapiju i nisu u stanju trudnoc¢e ili menopauze. Na taj je nain osigurana
selektivnost u odabiru ispitivane kohorte s ciljem da samo zdrave osobe sudjeluju u studiji, te
da se isklju¢i moguéi utjecaj navedenih zdravstvenih faktora na N-glikozilaciju molekule 1gG
(Gudelj i sur., 2018a.).

U studiju je ukupno uklju¢eno 70 zdravih Zena. Sve ispitanice su izjavile da imaju
redovite, normalne menstruacijske cikluse. Duljina menstruacijskih ciklusa ispitanica prije
ukljuc¢ivanja u studiju prosjecno je trajala 30 dana s menstruacijskim krvarenjima od 6 dana.
Svoju prvu menstruaciju ispitanice su dobile u prosjeku s 13 godina. 1z rezultata je vidljivo da
su ispitanice ve¢inom Vvisoko obrazovane osobe ili studentice mlade Zivotne dobi
(prosjecna dob analizirane grupe Zena je 27 god.). Nadalje, sve ispitanice imaju zdrave Zivotne
navike (ne puse i ne konzumiraju alkohol), a velika vecina ih ima zdravu tjelesnu tezinu s
normalnom koli¢inom masnog tkiva u trbusnom dijelu tijela. Ve¢inom su to slobodne, neudane
zene koje jos$ nisu pokusale zasnovati obitelj, zbog ¢ega medu ispitanicama prevladavaju osobe

koje nikad nisu imale trudnocu, porod ili pobacaj.
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Tablica 2: Karakteristike ispitanica ukljuéenih u istraZivanje.

Op¢i podatci Antropometrijski podatci Zdravstveni podatci
Broj ispitanica (N) 70 Visina (cm) 161.4+4.1 Povijest pusenja NE
Nacionalnost Han Kineskinje TeZina (kg) 56+7.3 Povijest konzumiranja alkohola NE
Spol Zene Opseg struka (cm) (N=69) 75675 Trudnoca (broj po osobi)
0 47(67.1%)
Dob kod uzorkovanja (god.) 273+8 Opseg bokova (cm) (N=69) 95.1+6.8 1 11(15.7%)
Min 19 2 5(7.1%)
Maks. 48 3 6(8.6%)
4 1(1.4%)
Zanimanje WHtR (N=69) Porod (broj po osobi)
Rad utvrtki 17 (24.3%) Neuhranjenost 2(2.9%) 0 47(67.1%)
Studentica 46 (65.7%) Zdrava tefina 55 (79.8%) 1 20(28.6%)
Farmerica 5(7.1%) Pretilost 12 (17.3%) 2 3(4.3%)
Medicinsko osblje 2 (2.9%)
Umirovljenica 0 Pobacaj (broj po osobi)
Ostalo 0 0 60(85.7%)
1 3(4.3%)
Stupanj obrazovanja 2 7 (10%)
Osnovna skola 1 (1.4%)
NiZa srednja kola 9 (12.9%) Pojava prve mjesecnice (god.) 13.3+1
Visa srednja skola 6 (8.6%)
Fakultet i vise 54 (77.1%) Redoviti menstruacijski ciklus DA
Bracni status Trajanje menstruadijskog 30458
Neudana 47 (67.1%) ciklusa (dani) -
Udana 20 (28.6%)
Rastavljena 3 (4.3%) Trajanje menstruadijskog 5641
Udovica 0 krvarenja (dani) T

Kontinuirane varijable s normalnom raspodjelom prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Kategoricke varijable prikazane su kao postotci. WHtR (engl. waist to height ratio) — omjer opsega struka i visine
kao pokazatelj distribucije masnog tkiva u trbusnom dijelu tijela (Baioumi, 2019.).

4.2 Koncentracija spolnih hormona

Koncentracije spolnih hormona estradiola (E2), progesterona (P) i testosterona (T)
uspjesno su odredene koriStenjem komercijalnih setova reagencija za detekciju hormona
metodom kemiluminiscencije u svih 804 uzorka krvne plazme koji su prikupljeni od 70
ispitanica. Rezultati mjerenja koncentracija dani su u Tablici 3. Ovi rezultati uvrsteni su u model
zajednickog menstruacijskog ciklusa kako bi se odredila dinamika spolnih hormona u ciklusu
potrebna za analizu odnosa koncentracije spolnih hormona i glikanskih svojstava protutijela

IgG u razli¢itim fazama menstruacijskih ciklusa ispitanica, $to je prikazano na slici 18.
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Rezultati

Tablica 3: Koncentracije spolnih hormona u krvnoj plazmi ispitanica (01-70) u 12 vremenskih to¢aka (GM01-GM12). N(krvna plazma)=804, N(Zene)=70

Spolni hormoni

Ispitanice (12 vremenskih toc¢aka)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

GMO0101 GM0102 GMO0103 GMO0104 GMO0105 GMO106 GMO0107 GMO0108 GMO0109 GMO0110 GMO111 GMO112 GMO0113 GMO0114 GMO115 GMO116 GMO0117 GMO0118 GMO0119 GMO0120 GMO0121 GMO0122 GMO0123

0,68 1,05 1,11 0,84 1,17 057 0,76 1,32 0,92 1,14 1,2 08 0,89 0,95 0,97 1,12 1,07 0,51 0,86 0,97 0,97 051/
372 1003 234 388 39 261 169 111 140 244 456 79 1158 45 430 1101 175 146 91 224 243 456/
98,1 1,1 09 56,3 06 038 133 1 47 09 57,2 15 15 15 287 09 95 33 38 199 11 839  /
GM0201 GMO0202 GMO0203 GM0204 GMO0205 GMO0206 GMO0207 GM0208 GMO0209 GM0210 GMO0211 GMO212 GMO0213 GMO214 GMO0215 GMO216 GMO0217 GMO218 GMO0219 GMO0220 GMO0221 GMO0222 GMO0223
0,72 0,76 1,09 038 0,92 1,03 0,83 1,39 0,86 1,56 1,12 1,08 0,74 0,95 0,89 0,96 0,94 0,76 0,94 0,92 1,25 05 /
62 594 324 339 <37 131 138 194 383 404 164 307 560 40 442 565 652 215 112 147 876 260  /
14 45,1 6,8 6,4 06 14 1 9,5 07 17,7 35 1,2 41,5 05 38,6 43,2 78,1 06 0,6 13 35 11/
GM0301 GMO0302 GMO0303 GMO0304 GMO0305 GMO306 GMO0307 GMO0308 GMO309 GMO0310 GMO311 GMO0312 GMO0313 GMO314 GMO0315 GMO0316 GMO317 GMO0318 GMO0319 GMO0320 GMO0321 GMO0322 GMO0323
0,84 0,89 0,96 0,68 0,73 1,28 1 1,32 073 1,46 1,39 1,02 0,56 0,73 083 1,06 11 1,07 1,13 1,01 0,86 0,61 0,74
402 9 436 626 50 540 660 867 201 461 416 201 97 38 308 288 232 817 1105 484 553 876 893
1,1 1,2 33 58,1 04 11 07 51,2 36,4 17,1 038 64 2,7 06 038 15 11 15 2,7 038 27,9 15 1
GM0401 GMO0402 GMO0403 GMO404 GMO0405 GMO406 GMO407 GMO0408 GMO409 GMO0410 GMO411l GMO412 GMO0413 GMO414 GMO415 GMO0416 GMO417 GMO418 GMO0419 GMO420 GMO0421 GMO0422 GMO0423
0,77 0,84 0,71 0,47 0,74 1,15 1,01 1,2 0,64 1,02 1,59 0,96 0,68 0,76 09 1,01 1,03 0,64 1,01 0,98 09 0,62 0,78
344 127 37 119 43 370 632 56 220 9 550 604 134 52 730 331 520 611 927 229 207 278 197
35,8 06 1 24 04 45,1 40,5 1,2 54,8 08 24,7 483 07 2,1 038 1,5 488 46,2 229 323 13 82,7 2
GM0501 GMO0502 GMO503 GMO0504 GMO0505 GMO506 GMO0507 GMO0508 GMO509 GMO0510 GMO511 GMO512 GMO0513 GMO514 GMO515 GMO0516 GMO517 GMO518 GMO0519 GMO0520 GMO0521 GMO0522 GMO523
0,86 0,88 0,92 076 1 1,41 0,86 1,74 0,89 1,46 1,43 1,08 038 0,67 0,82 1,25 1,04 0,63 077 1,08 0,97 06 0,87
446 331 147 331 40 505 598 148 182 209 519 571 448 37 256 749 509 148 77 211 729 225 261
75,5 05 11 09 0,4 58,1 335 1,2 13 0,9 28,5 11 05 0,6 58 08 038 4,9 1 10 0,6 7,9 204
GM0601 GMO0602 GMO603 GMO604 GMOG05 GMO606 GMO607 GMO608 GMO609 GMO610 GMO611 GMO612 GMO0613 GMO614 GMO615 GMO616 GMO617 GMO618 GMO619 GMO620 GMO621 GMO622 GMO623
0,79 1,21 1,23 0,72 0,77 1,29 0,75 1,83 0,91 1,64 15 1,16 0,73 0,74 0,76 1,16 1,17 0,72 0,92 0,99 0,93 0,66 0,87
185 206 801 308 54 177 180 416 715 202 340 265 247 56 241 399 497 288 136 51 318 135 56
09 13,6 62 10,1 04 11 07 5 1,1 9 08 0,7 253 05 375 434 50,4 06 0,5 14 27,3 038 1,2
GM0701 GMO0702 GMO703 GMO704 GMO705 GMO706 GMO707 GMO708 GMO709 GMO0710 GMO711 GMO712 GMO0713 GMO714 GMO715 GMO0716 GMO717 GMO718 GMO719 GMO0720 GMO721 GMO0722 GMO723
/ 1,14 085 / 0,86 1,26 0,98 13 0,72 1,06 1,67 1,04/ 0,62 076 1,11 0,82 1,01 1,08 1,02 0,86 073 0,76
/ 750 688  / <37 548 657 571 351 365 324 %4/ <37 428 584 512 600 388 <37 217 364 42
/ 5710 1153/ 04 1,1 08 37,4 59,6 229 10,5 13/ 0,6 07 453 51 3 43 0,9 334 53 0,9
GM0801 GMO0802 GMO803 GMO0S04 GMO805 GMO806 GMO0SO7 GMO80O8 GMO809 GMO0810 GMO811 GMO812 GMO0813 GMO814 GMO815 GMO0816 GMO817 GMO0818 GMO819 GMO0820 GMO0S21 GMO822 GMO0823
/ 0,79 09 / 1,04 1,19 0,92 1,34 1,11 1,15 1,58 065 / 0,88 1,1 1 1,08 0,78 08 1,19 0,86 0,59 0,86
/ 121 17/ 38 352 639 46 227 81 651 4204/ 61 409 233 166 423 523 253 131 1030 56
/ 1,1 42/ 07 42,2 54,5 25 12,1 16 428 327/ 08 1 13 09 53,3 16,8 1,6 08 61,3 08
GM0901 GMO0902 GMO903 GM0904 GMO905 GMO906 GMO907 GMO908 GMO909 GMO0910 GMO911 GMO912 GMO0913 GMO914 GMO915 GMO0916 GMO917 GM0918 GMO919 GMO920 GMO0921 GMO922 GMO923
/ 1,22 1,06 / 0,91 1,17 0,85 16 1,25 1,24 1,46 083 / 0,77 1,09 1,07 1,14 0,78 076 1,15 1,22 0,57 0,83
/ 175 29 / 125 530 388 157 269 208 161 7’/ 43 1147 128 469 182 99 123 1435 1013 114
/ 07 08 / 0,4 49,5 322 1,2 0,9 0,9 19 08 / 0,6 11,1 0,9 05 69 0,7 85 11 15 1
GM1001 GM1002 GM1003 GM1004 GM1005 GM1006 GM1007 GMI1008 GM1009 GM1010 GM1011 GM1012 GM1013 GM1014 GM1015 GM1016 GM1017 GM1018 GM1019 GM1020 GM1021 GM1022 GM1023
/ 1,12 1,05/ 0,95 1,15 0,92 1,82 1,11 1,95 1,65 11/ 1,05 0,93 1,22 1,24 0,83 1,09 0,95 1,27 0,62 0,78
/ 621 6/ 485 143 185 289 315 559 923 31/ 67 938 180 272 275 477 406 956 189 318
/ 05 1/ 08 1,1 08 6 32 29 1,1 07 / 09 53 9,9 12,5 06 08 36,3 27,5 34 1,1
GM1101 GM1102 GM1103 GM1104 GMI1105 GM1106 GM1107 GM1108 GM1109 GM1110 GM1111 GM1112 GM1113 GM1114 GM1115 GMI1116 GM1117 GM1118 GMI1119 GM1120 GM1121 GM1122 GM1123
/ 0,91 113/ 1,16 1,27 1,21 1,33 0,96 16 1,51 127/ 0,77 0,91 1,19 1,17 0,95 0,84 0,96 1,05 0,79 0,73
/ 507 322/ 620 485 841 502 463 590 854 314/ 50 549 694 562 352 415 89 129 782 541
/ 31,8 335 0,9 1,1 08 32,1 54,1 18 41 158 / 0,5 1 46,2 233 25 19,3 1,7 34 10,3 13
GM1201 GM1202 GM1203 GM1204 GM1205 GM1206 GM1207 GM1208 GM1209 GM1210 GMI1211 GM1212 GMI1213 GM1214 GM1215 GMI1216 GM1217 GM1218 GMI1219 GM1220 GM1221 GM1222 GM1223
/ 0,95 098 / 0,84 1,39 0,86 1,47 0,89 1,31 1,21 1,05  / 1,01 0,95 1,05 1,03 0,68 0,63 1,09 1,09 0,58 0,85
/ 406 614  / 76 593 607 154 124 80 357 614  / 48 368 125 165 475 81 118 481 584 1088
/ 222 568  / 0,6 236 38,8 28 1,9 18 13,4 a1/ 1,2 0,9 3,8 1 53 22 1 0,8 16,5 23
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Tablica 3: (nastavak)

Rezultati

Spolni hormoni

Ispitanice (12 vremenskih tocaka)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

GMO0124 GMO0125 GMO0126 GMO0127 GMO0128 GMO129 GMO0130 GMO0131 GMO132 GMO0133 GMO0134 GMO0135 GMO0136 GMO0137 GMO0138 GMO139 GMO0140 GMO0141 GMO0142 GMO0143 GMO0144 GMO0145 GMO0146

0,79 1,22 1,14 09 1,29 1,28 1,29 1,45 1,78 1,16 1,32 1,31
205 254 1018 198 191 486 354 158 422 192 560 1022

0,5 0,9 0,9 08 1,1 31 15,6 1 231 9,5 14 1,8
GM0224 GMO0225 GMO0226 GMO0227 GMO0228 GMO0229 GMO0230 GMO231 GMO0232 GMO0233 GMO0234 GMO0235
1,1 1,61 1,02 0,94 1,23 1,1 1,11 1,87 1,61 1,16 1,04 1,23

991 1043 477 491 699 213 81 401 869 428 293 519

1 35 25,1 0,4 0,9 6,3 1 09 53 33,1 303 28,9
GM0324 GMO0325 GMO0326 GMO0327 GMO0328 GMO0329 GMO0330 GMO331 GMO0332 GMO0333 GMO0334 GMO335
0,9 1,08 1,17 1 1,22 1,42 14 1,92 1,59 1,24 1,09 1,22

519 577 509 439 355 244 138 685 106 127 801 375

50 39,7 28,1 22,7 16 1,2 0,9 24,8 1,8 1,7 70,9 25,5
GM0424 GMO0425 GMO0426 GM0427 GMO0428 GMO429 GMO0430 GMO431 GMO0432 GMO0433 GMO0434 GMO0435
0,86 0,99 1,05 0,82 1,14 14 1,63 1,39 1,32 1,27 1 1,17
133 130 130 662 105 258 140 1012 191 229 137 141

37 54 08 27,2 12 09 14 41,1 0,9 1,2 13 1,1
GMO0524 GMO0525 GMO0526 GM0527 GMO0528 GMO0529 GMO0530 GMO531 GMO0532 GMO533 GMO0534 GMO535
0,99 1,17 1,19 0,93 1,38 1,5 1,17 1,43 1,76 1,24 1,02 1,34
129 9 1045 124 154 534 163 53 488 209 177 502

1 08 1 0,7 0,9 0,9 0,6 1 44 9,8 1 14
GM0624 GMO0625 GMO0626 GM0627 GMO628 GM0629 GMO0630 GMO631 GMO0632 GMO633 GMO0634 GMO635
1,04 1,26 1,18 1,14 1,59 1,67 1,76 1,88 1,42 1,09 1,23 1,51
266 185 677 316 586 712 250 111 468 580 844 1174

0,7 08 49,4 08 33 29,4 10,9 1,1 206 36,4 37 10,1
GM0724 GM0725 GMO0726 GM0727 GMO0728 GM0729 GMO730 GMO731 GMO0732 GMO0733 GMO0734 GMO735
0,97 1,34 1,24 1,27 1,08 1,41 1,43 1,71 133/ 0,99 1,53
208 397 414 390 475 880 623 358 124/ 635 304
10,3 45 11,3 4,7 51,9 40,6 488 0,6 15/ 90 4.8
GM0824 GMO0825 GMO0826 GMO0827 GMO0828 GMO829 GMO830 GMO0831 GMO832 GMO0833 GMO0834 GMO835
0,93 1,27 1,14 0,82 1,26 1,25 11 1,86 196  / 0,93 1,29
937 745 230 810 82 198 141 518 168  / 185 220
36,9 75,3 0,7 54 2 1 1 17,4 1/ 29 1
GM0924 GMO0925 GMO0926 GMO0927 GMO0928 GM0929 GMO0930 GMO931 GMO0932 GMO933 GMO0934 GMO935
1,12 1,06 1,41 1,02 1,31 1,39 1,34 1,78 219/ 1,26 1,6
122 74 522 136 246 292 118 754 654  / 117 274

0,9 3,7 1,1 1 08 09 1 33 26/ 1.2 1,6
GM1024 GM1025 GM1026 GM1027 GM1028 GM1029 GM1030 GM1031 GM1032 GM1033 GM1034 GM1035
1,03 1,32 1,36 1,21 1,41 16 1,75 1,45 213/ 1,25 1,79
152 181 555 425 422 1367 149 106 819 / 212 518

0,6 0,9 31 08 1 1,1 0,9 07 61/ 1,2 35
GM1124 GM1125 GM1126 GM1127 GM1128 GM1129 GM1130 GM1131 GM1132 GM1133 GM1134 GM1135
13 1,33 1,15 1,21 1,36 1,01 2,1 1,41 156  / 1,48 1,31

243 214 499 257 290 664 175 114 125 628 284

0,8 1,1 18 11,8 36,7 28,4 0,7 09 37/ 45 14
GM1224 GM1225 GM1226 GM1227 GM1228 GM1229 GM1230 GM1231 GM1232 GM1233 GM1234 GM1235
1,24 1,57 1,09 1,03 1,13 0,89 1,83 1,52 1,73/ 1,26 1,34
319 290 116 608 93 239 274 502 192 / 883 134

3,5 5,3 0,9 43,5 16 5,5 0,9 038 12/ 98,6 1,8

1,03 0,98 1,55 1,13
303 442 418 75

1,2 1,2 1 1,7
GM0236 GMO0237 GMO238 GMO0239
1,42 1,2 2,29 1,61
1325 236 603 98
18 30,6 43 0,9
GM0336 GMO0337 GMO338 GMO0339
1,11 0,97 1,44 1,7
702 490 599 165
36,4 46,9 58,8 1,1
GM0436 GMO0437 GMO0438 GMO0439
0,97 09 1,21 16
153 122 175 366

21 1 2,7 0,8
GMO0536 GMO0537 GMO538 GMO0539
1,06 0,96 1,78 1,72
198 502 187 380

1 1 13 16,9
GMO0636 GMO0637 GMO638 GMO0639
0,82 0,91 1,26 1,42
498 323 369 637

0,7 45,6 0,5 24,7
GM0736 GMO0737 GMO738 GMO0739
1,08 0,78 1,86 1,38
411 412 217 92
44,1 52,5 8,6 0,8
GM0836 GMO0837 GMO0838 GMO0839
0,79 0,95 1,25 1,37
458 148 649 97
28,7 08 52,1 08
GM0936 GM0937 GMO0938 GMO939
1,11 1,4 1,55 1,85
140 172 143 141

13 1,1 15 15
GM1036 GM1037 GM1038 GM1039
1,25 1,24 1,57 1,91
328 480 213 189

1,6 1 0,6 1
GM1136 GM1137 GM1138 GM1139
1,17 1,31 2,03 2,03
377 373 1082 423
18,5 53,4 43 1,2
GM1236 GM1237 GM1238 GM1239
1,18 1,05 1,42 2,13
718 547 599 472
43,7 48,2 47,3 17

1,86 1,08 1,45 1,68 1,15 1,39 09
1680 991 328 693 416 142 558

4 473 336 2.2 14,3 13 45,8
GM0240 GMO0241 GMO0242 GMO0243 GM0244 GMO0245 GMO0246
1,48 1,02 1,54 14 1,12 1,78 0,91
706 136 716 726 799 250 658
63,1 19 80,4 238 51,5 12 474
GM0340 GMO0341 GMO342 GMO0343 GMO344 GMO0345 GMO346
1,87 1,18 1,47 1,35 0,63 1,61 1,07
680 203 81 143 211 156 120
26,2 1 1,7 38 21 79 13
GM0440 GMO0441 GMO0442 GMO0443 GM0444 GMO0445 GMO446
18 1,54 1,54 13 0,86 1,41 0,88

287 1406 181 119 342 569 224

16 35 08 0,5 08 433 27
GMO0540 GMO0541 GMO542 GMO0543 GMO544 GMO0545 GMO546
1,73 1,17 1,64 1,33 1,11 1,34 1,36
1639 861 262 140 451 96 172
13 74,3 1,1 0,7 1,2 16 0,7
GMO0640 GMO0641 GMO642 GMO0643 GMO644 GMO0645 GMO646
1,57 1,09 1,47 2,13 1,63 1,53 1,32
612 472 330 858 1102 195 161
81,9 173 28,5 1 4,2 1 08
GM0740 GMO0741 GMO742 GMO0743 GMO744 GMO0745 GMO746
1,51 1,22 1,75 1,34 0,96 1,51 1,55
326 152 714 632 439 175 180

9,5 1,1 60,3 236 28,9 124 0,7
GM0840 GMO0841 GMO0842 GMO843 GMO0844 GMO845 GMO846
1,46 1,39 1,61 11 0,96 1,71 1,81
196 225 143 121 215 436 224

0,7 0,6 0,6 2 14 40,1 0,5
GM0940 GM0941 GMO0942 GM0943 GMO0944 GMO945 GMO0946
1,95 1,73 1,8 1,25 0,98 1,39 1,55
716 1471 370 130 402 91 215

1 1,2 1 0,9 0,7 19 08
GM1040 GM1041 GM1042 GM1043 GM1044 GM1045 GM1046
1,98 1,07 1,71 1,62 1,05 1,83 1,63
1311 1016 422 126 727 158 164
14,6 31,9 453 0,7 08 18 038
GM1140 GM1141 GM1142 GM1143 GM1144 GM1145 GM1146
1,87 1,27 1,5 1,74 1,07 1,73 1,32
1148 983 621 128 681 252 150
14,9 28 54,5 08 39,1 13,1 08
GM1240 GMI1241 GM1242 GM1243 GM1244 GMI1245 GM1246
1,66 1,14 1,62 1,75 1 1,43 1,21
161 156 151 147 684 421 173

1 1,3 1,1 0,6 31,5 33,6 1
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Rezultati

Tablica 3: (nastavak)

Spolni hormoni

Ispitanice (12 vremenskih tocaka)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

Testosteron (nmol/L)
Estradiol (pmol/L)
Progesteron (nmol/L)

GMO0147 GMO0148 GMO0149 GMO0150 GMO0151 GMO0152 GMO0153 GMO0154 GMO0155 GMO0156 GMO0157 GMO0158 GMO0159 GMO160 GMO161 GMO0162 GMO0163 GMO0164 GMO165 GMO0166 GMO0167 GMO0168 GMO0169 GMO0170

1,04 1,33 13 1,3 0,58 1,24 137 1,48 1,87 0,7 0,75 1,22 1,52 1,16 1,11 2,06 1,04 1,23 1,35 1,55 1,46 1,59 1,06 1
145 853 239 396 87 461 208 548 425 72 108 444 85 163 75 175 110 289 130 436 139 123 108 106

1,6 46,6 132 16 06 296 14 1,5 1,1 1,1 13 14 13 0,7 23 15 38 7,6 16 24,8 1,3 15 3 0,7
GM0247 GM0248 GMO0249 GMO0250 GMO0251 GMO0252 GMO0253 GMO0254 GMO0255 GMO0256 GMO0257 GMO0258 GMO259 GMO0260 GMO261 GMO262 GMO263 GMO0264 GMO0265 GMO0266 GMO0267 GM0268 GM0269 GM0270
1 1 1,09 1,59 0,75 1,36 1,72 1,66 2,07 1,35 1,14 1,06 1,82 1,75 1,44 1,89 13 1,53 1,74 1,57 1,72 1,87 1,21 1,33

274 131 667 465 129 89 617 256 165 131 302 295 273 631 193 550 165 126 241 165 251 160 124 201

1,2 1 30,1 2,5 0,5 1,3 09 222 8,6 1 08 8,9 0,9 23 08 13 1,1 07 1 8,1 09 0,7 1 0,7
GM0347 GM0348 GMO0349 GMO0350 GMO0351 GMO0352 GMO0353 GMO0354 GMO0355 GMO0356 GMO0357 GMO0358 GMO359 GMO360 GMO361 GMO0362 GMO363 GMO0364 GMO0365 GMO0366 GMO0367 GMO0368 GMO369 GMO370
1,03 1,47 1,14 1,21 0,96 1,35 1,1 1,59 2 1,58 1.2 1 1,97 1,51 1,48 1,82 1,12 1,47 1,34 1,39 2,01 1,94 1,71 1,33
195 146 67 716 503 88 510 433 481 124 236 403 326 522 841 418 392 250 806 92 280 381 an 232

73 07 16 29,7 08 23 36,2 37,3 17,6 14 19,5 26,5 34 34,1 13 289 0,7 1 1,7 1,1 6,4 1 1,3 14,6
GM0447 GM0448 GMO0449 GMO0450 GMO0451 GMO0452 GMO0453 GMO0454 GMO455 GMO456 GMO457 GMO458 GMO459 GMO460 GMO461 GMO462 GMO463 GMO0464 GMO465 GMO466 GMO467 GMO468 GMO469 GMO470
1,25 1,39 1,26 0,99 08 1,46 1,32 1,78 2,27 1,48 0,78 0,92 1,31 1,41 1,35 1,66 1,39 1,59 1,18 1,58 2,18 2,35 1,72 1,11
152 151 312 118 415 9% 564 99 90 105 482 121 622 148 461 177 225 936 338 137 567 528 455 342

07 07 06 16 293 14 37,1 1,2 14 0,9 51,6 1 62,3 39 10,9 6,1 27,6 0,9 10,8 1,2 332 34,3 21,2 34,7
GM0547 GMO548 GMO0549 GMO550 GMO0551 GMO0552 GMO0553 GMO0554 GMO0555 GMO556 GM0557 GMO558 GMO559 GMO560 GMO561 GMO562 GMO563 GMO0564 GMO0565 GMO0566 GMO0567 GMO568 GM0569 GMO570
0,98 1,71 1,87 135 0,79 1,62 1,43 1,83 2,73 1,62 0,88 1,2 1,84 1,73 15 1,7 1,07 1,27 1,35 1,77 1,54 1,48 1,18 1,01
115 950 1720 301 92 154 146 195 360 149 107 141 124 137 151 163 333 546 124 751 141 973 326 122

1,8 2,1 39 1 26 1,2 09 16 1,2 18 08 08 19 13 1,1 14 29 46,2 31 2,9 1,3 68,7 12,7 0,9
GM0647 GMO0648 GMO649 GMO650 GMO651 GMO0652 GMO0653 GMO0654 GMO655 GMO656 GMO657 GMO658 GMO659 GMO660 GMO661 GMO662 GMO663 GMO664 GMO665 GMO666 GMO667 GMO668 GMO669 GMO670
0,99 1,59 0,86 1,64 0,86 1,66 1,52 2,35 2,71 1,66 1 2,16 1,25 1,66 1,27 1,95 1,17 1,35 14 1,31 1,47 1,72 1,73 1,31
126 754 95 1105 69 323 317 734 474 120 268 114 644 357 946 254 125 733 189 488 263 204 126 244

1,1 436 33 26 05 2.8 1,2 26 15,4 1,7 05 0,7 1 09 1 14 1 254 14 67,1 08 09 15 08
GM0747 GMO748 GMO749 GMO750 GMO751 GMO0752 GMO0753 GMO0754 GMO755 GMO756 GMO757 GMO758 GMO759 GMO760 GMO761 GMO762 GMO763 GMO764 GMO765 GMO766 GMO767 GMO768 GMO769 GMO770
1,11 1,41 14 1,12 0,76 1,42 1,44 1,38 2,46 1,65 13 1,03 2,06 1,81 1,42 2,01 1,29 1,3 1,71 1,26 2,19 1,92 1,38 1,31
207 132 173 704 73 575 914 494 532 119 253 248 179 400 106 195 186 191 201 124 485 304 252 223

15 2,5 1 39,9 0,5 332 14 395 16,8 1,3 98 284 0,9 19,5 23 10,3 0,9 08 1,8 6,7 35 08 1,2 18,9
GM0847 GMO0848 GMO0849 GMO0850 GMO0851 GMO0852 GMO0853 GMO854 GMO855 GMO856 GMO857 GMO858 GMO859 GMO860 GMO861 GMO862 GMO0863 GMO08S64 GMOS65 GMOS66 GMOS67 GMO868 GMO869 GMO870
1,12 1,27 1,32 1,14 0,84 1,45 1,2 0,93 2,86 1,68 0,84 0,83 2,77 1,38 1,48 1,46 1,18 1,39 1,76 1,4 2,22 1,96 24 1,36
273 141 229 202 72 78 413 72 164 88 309 186 276 528 209 597 454 513 526 102 754 831 410 604

54 06 07 44 06 1,9 62 1,8 1 0,9 32 83 0,7 31,1 14 353 07 07 45 1 39,8 68 75 76,2
GM0947 GMO0948 GMO0949 GMO0950 GMO0951 GMO0952 GMO0953 GMO954 GMO955 GMO956 GMO957 GMO958 GMO959 GMO960 GMO961 GMO962 GMO963 GMO0964 GMO965 GMOIE6 GMO967 GMO968 GMO9E9 GMO970
0,94 2 1,53 136 0,92 145/ 1,66 2,68 1,73 1,23 1,05 2,52 1,59 1,86 1,56 1,51 2,13 1,01 19  / 1,78 1,74 1,46
199 183 367 259 109 104 / 103 920 383 121 126 302 116 1093 99 201 519 67 152/ 669 401 112

43 14 07 13 0,7 17/ 1 1,7 1,6 1,2 1,1 14,4 15 1,1 1,2 31,6 18,1 1,5 18 / 453 11,8 1,6
GM1047 GM1048 GM1049 GM1050 GM1051 GM1052 GM1053 GM1054 GM1055 GM1056 GM1057 GM1058 GM1059 GMI1060 GMI1061 GM1062 GM1063 GM1064 GM1065 GM1066 GM1067 GM1068 GM1069 GM1070
0,93 1,82 1,59 1,41 0,84 18  / 1,9 23 1,51 1,19 1,48 2,03 19 1,64 1,91 1,22 1,61 1,61 1,77/ 1,48 1,46 1,48
136 159 262 258 97 127/ 783 513 367 374 179 500 144 311 148 521 1082 150 ) 211 134 154

13 0,9 0,7 44 0,7 13/ 15 435 254 0,7 0,9 24,4 13 19,6 15 45,9 57,9 2,3 12/ 2.2 1,3 0,7
GM1147 GM1148 GM1149 GM1150 GM1151 GM1152 GM1153 GM1154 GM1155 GM1156 GM1157 GM1158 GM1159 GM1160 GM1161 GM1162 GM1163 GM1164 GM1165 GM1166 GM1167 GM1168 GM1169 GM1170
0,94 1,64 1,64 16 0,79 1,73/ 1,54 2,43 1,59 1,37 1,41 1,93 2,03 1,41 1,63 1,15 1,33 1,77 128  / 2 1,95 1,48
123 213 201 821 107 19/ 438 140 1,1 416 215 133 630 138 235 124 140 194 41/ 185 183 1082

1,1 09 0,9 47,4 0,7 17/ 38,8 34 97 30,6 32 08 13 08 1,1 0,9 08 1,5 28/ 08 1,9 1,3
GM1247 GM1248 GM1249 GM1250 GM1251 GM1252 GM1253 GM1254 GM1255 GM1256 GM1257 GM1258 GM1259 GM1260 GM1261 GM1262 GM1263 GM1264 GM1265 GM1266 GM1267 GM1268 GM1269 GM1270
1,1 1,63 1,53 1,14 0,91 201/ 1,36 2,55 16 1,08 0,9 2,28 1,43 1,56 1,81 1,32 1,72 1,87 147/ 2,09 2,33 1,55

121 196 265 200 138 150 / 134 183 161 686 413 294 466 327 522 210 221 342 267/ 379 990 680

1,5 1 0,7 3,1 0,9 15/ 6,2 0,9 1,1 45,7 31,9 0,7 42,5 1,1 11,3 0,7 08 13,5 206 / 0,8 35 58,2
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4.3 Analiza N-glikana tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke uc¢inkovitosti

Od ukupno prikupljenih 804 uzoraka krvne plazme od 70 Zena, u 776 uzoraka uspjesno
je analiziran glikanski profil 1gG metodom HILIC-UPLC c¢ime nastaje karakteristi¢ni
kromatogram u kojem su N-glikani odvojeni u 24 glikanska pika (Slika 14). Razlika u broju
prikupljenih i uspje$no analiziranih uzoraka krvne plazme proizlazi iz niskog intenziteta
odredenih kromatografskih pikova zbog ¢ega neki kromatogrami nisu mogli biti uspje$no
integrirani tj. razdvojeni u glikanske pikove.
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Slika 14: Reprezentativni HILIC-UPLC kromatogram 2-AB obiljeZzenih N-glikana imunoglobulina G.
Imunoglobulin G je izoliran iz uzorka krvne plazme u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa jedne od ispitanica
iz studije. Oslobodeni N-glikani molekule 1gG fluorescentno su obiljezeni bojom 2-aminobenzamidom (2-AB) i
analizirani teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama
(HILIC-UPLC) ¢ime su odvojeni u 24 kromatografska pika (GP1-GP24). Radi jednostavnijeg prikaza
kromatografskih podataka, za svaki glikanski pik prikazana je samo najzastupljenija glikanska struktura. Strukture
N-glikana nacrtane su pomoc¢u programa Glycoworkbench (Ceroni i sur., 2008.). Monosaharidi su predstavljeni
simbolima i obojani u skladu s preporukom Konzorcija za funkcionalnu genomiku (The Consortium for Functional
Glycomics, 2012.). GP — glikanski pik (engl. glycan peak), EU — jedinice emisije (engl. emission units), RT —
vrijeme zadrZavanja glikana na koloni (engl. retention time).
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4.4 Bioloska varijabilnost N-glikana imunoglobulina G u kohorti

Kako bi se utvrdilo postoje li promjene u N-glikozilaciji protutijela 1gG tijekom
3-mjesecnog trajanja istrazivanja, prvo je bilo potrebno odrediti biolosku varijabilnost
pojedinac¢nih glikana u svim analiziranim uzorcima. U tu je svrhu na plo¢icama izmedu uzoraka
analiziran uvijek jedan te isti uzorak poznatog glikanskog profila (standard), ¢ija promjena
predstavlja tehni¢ku varijabilnost analiticke metode. Bioloska varijabilnost N-glikana je
izraCunata kao omjer srednje vrijednosti varijacije uzorka poznatog glikanskog profila
(standarda) na svim plocicama i svih uzoraka iz studije za svaki od 24 glikanska pika pomnozen
sa 100%. Omjer manji od 100% znaci da je bioloska varijabilnost analiziranog glikanskog pika,
tj. pojedinog N-glikana u kohorti ve¢a od tehnicke varijabilnosti metode. Bioloska varijabilnost
premasuje analiticku varijabilnost u 14 od 24 glikanska pika molekule IgG pracena u studiji
(Tablica 4, Slika 14).

Tablica 4: Bioloska varijabilnost pojedina¢nih N-glikana molekule 1gG na razini kohorte.

Glikanski pik Standard Uzorak Omijer (%) Glikanski pik Standard Uzorak Omijer (%)
(varijabla) (varijabla)
GP1 0.01861 0.00885 210 GP13 0.00567 0.0065 87
GP2 0.00938 0.00756 124 GP14 0.00007 0.00022 32
GP3 0.00919 0.01186 77 GP15 0.00065 0.00059 110
GP4 0.000159 0.00038 50 GP16 0.00018 0.0005 36
GP5 0.06191 0.04149 149 GP17 0.00319 0.00118 270
GP6 0.0003 0.00086 35 GP18 0.00027 0.00058 47
GP7 0.00602 0.00543 111 GP19 0.0024 0.00146 164
GP8 0.00012 0.00017 71 GP20 0.01086 0.01977 55
GP9 0.00029 0.00055 53 GP21 0.00599 0.00714 84
GP10 0.00008 0.00019 a2 GP22 0.02226 0.01479 151
GP11 0.00318 0.00508 63 GP23 0.00186 0.00231 81
GP12 0.00237 0.00168 141 GP24 0.00299 0.00191 157

Podebljani su glikanski pikovi za koje je utvrdena biolo$ka varijabilnost tijekom 3-mjesecnog trajanja studije.
Strukture N-glikana u glikanskim pikovima prikazane su na slici 14. Standard — srednja vrijednost varijacije uzorka
poznatog glikanskog profila na svim plo¢icama za svaki od 24 glikanska pika molekule 1gG, Uzorak — srednja
vrijednost varijacije uzoraka svih Zena iz studije za svaki od 24 glikanska pika molekule 1gG.
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4.5 Varijabilnost izvedenih glikanskih svojstava imunoglobulina G na razini osobe

Nakon §to je odredena bioloska varijabilnost pojedina¢nih glikana protutijela 1gG, na
isti je na¢in odredena i varijabilnost glikanskih svojstava koja grupiraju N-glikane sli¢nih
strukturnih osobina, poput glikana s jednom, dvije ili bez galaktoze, zatim glikane sa
sijalinskom kiselinom, ra¢vaju¢im GICNAC i srzno vezanom fukozom, prvo za svaku osobu

zasebno, a zatim i na razini kohorte.

Opseg promjena glikozilacijskih svojstava unutar jedne osobe bio je najizrazeniji za
sijalinizirane (najvec¢a razlika izmedu najnize i najviSe vrijednosti priblizno 21%) i
agalaktozilirane (najveca razlika izmedu najnize i najvise vrijednosti priblizno 16%) N-glikane,
dok su fukozilirani N-glikani imali najmanju intra-individualnu varijaciju (najveca razlika

izmedu najnize i najvise vrijednosti manja od 3%) tijekom menstruacijskih ciklusa (Slika 15).
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Slika 15: Varijabilnost glikanskih svojstava N-glikana molekule 1gG za svaku Zenu. Plave okomite linije
predstavljaju opseg varijabilnosti definiran najnizom 1 najviSom razinom agalaktoziliranih (GO),
monogalaktoziliranih (G1), digalaktoziliranih (G2), sijaliniziranih (S) i fukoziliranih (F) glikana, te glikana s
ra¢vaju¢im GIcNAc (B) u ukupnom N-glikomu molekule 1gG za svaku Zenu tijekom 12 tjedana trajanja studije.
Crne okomite linije predstavljaju opseg varijabilnosti istih glikanskih svojstava u uzorku poznatog glikanskog
profila (standard) na svim plo¢icama.
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4.6 Varijabilnost izvedenih glikanskih svojstava imunoglobulina G u kohorti

Varijabilnost glikanskih svojstava molekule 1gG zatim je odredena i na razini kohorte.
Za analiziranu kohortu ispitanica izracunate su srednje vrijednosti, medijani, vrijednost prvog i
tre¢eg kvartila, te minimalne i maksimalne vrijednosti izvedenih glikanskih svojstava IgG svih

uzoraka. Razina pojedinih glikanskih svojstava dana je u tablici 5.

Analiza pokazuje da se razina agalaktozilacije N-glikana molekule 1gG svih uzoraka
Kineskinja etnicke skupine Han u ovoj studiji kre¢e od 11.3% do 34.6%, monogalaktozilacije
od 25% do 37.2%, digalaktozilacije od 15.6% do 30.2%, sijalinizacije do 16.1% do 33%,
ra¢vajuceg GICNAC od 9.2% do 17.1%, te fukozilacije od 93.2% do 97.5%. Varijabilnost
glikanskog svojstva definirana je rasponom vrijednosti prvog kvartila (Q1) i treeg kvartila
(Q3). U analiziranoj kohorti ispitanica otkrivena su zna¢ajna odstupanja u razini svih izvedenih
glikanskih svojstava u usporedbi s vrijednostima izvedenih glikanskih svojstava u kontrolnim
uzorcima standarda. 1z rezulatata je vidljivo da su fukozilacija i monogalaktozilacija imale
najmanju varijabilnost unutar ispitivane grupe, dok je najvarijabilnije bilo glikansko svojstvo

povezano s razinom agalaktozilacije molekule IgG.

Tablica 5: Raspon razine izvedenih glikanskih svojstava N-glikana molekule 1gG u uzorcima plazme
(n=776) grupe ispitanica (n=70) i kontrolnim uzorcima (n=56) standarda.

. . GRUPA ISPITANICA KONTROLNI UZORAK
Glikansko svojstvo 1gG
(% povrsine) Min. a1 oM@ viediian @3 Maks. | Min. Q1 Srednja  \1ediian Q3 Maks.
vrijednost vrijednost

GO 11,3 15,8 19,3 19,4 22,0 346 21,1 21,7 22,0 22,0 22,2 22,6

G1 25 31,0 32,2 32,6 33,6 37,2 37 38,0 38,2 38,2 38,4 38,9

G2 15,6 21,8 24,0 23,8 26,2 30,2 18,7 19,0 19,1 19,1 19,2 19,5

S 16,1 22,1 24,3 24,0 26,1 330 | 196 20,2 20,5 20,6 21,1 216

B 9,2 12,2 13,5 13,7 14,8 17,1 15,6 16,3 16,4 16,4 16,5 16,9

F 93,2 95,2 96,0 96,0 96,5 97,5 95,6 97,2 97,3 97,2 97,3 97,6

Prikazan je relativni udio galaktozilacije (GO - agalaktozilacija, G1 - monogalaktozilacija i G2 -
digalaktozilacija), sijalinizacije (S), racvajuceg GIcNAc (B) i fukozilacije (F) molekule IgG u ukupnoj integriranoj
povrsini svih glikanskih svojstava. Q1 — prvi kvartil (25. percentila), Q3 — tre¢i kvartil (75. percentila). Uzorak
poznatog glikanskog profila (standard) kori$ten je kao kontrola tehnicke varijabilnosti koristene metode.
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4.7 Menstruacijski ciklusi ispitanica

Informacije o menstruacijskim ciklusima ispitanice su prijavljivale putem upitnika pri
svakom vadenju krvi (u prilogu). Prikupljeni podatci koriSteni Su za izra¢un duljine trajanja
menstruacijskih ciklusa tijekom studije. Opis menstruacijskih ciklusa ispitanica tijekom studije
dan je u tablici 6.

Tablica 6: Menstruacijski ciklusi ispitanica ukljuéenih u studiju.

Broj Uzorci _ Trajanje menstruacijskog Menstruacijski Uzorci plazme po
" Menstruacijski ciklusa (dani) o . -
ispitanica plazme ciklusi (broj) ciklusi po osobi menstruacijskom
(N) (broj) ) Min Max (broj) ciklusu (broj)
313+6.8
Analizi 70 774 208 3 4
nalizirano 20 72
lzdvoj 30+4
avojenoza gy (o5 6%) 500 (65%) 140 (67.3%) 2 4
statisticku obradu 26 34

Iako su sve zene do ukljuéivanja u studiju izjavile da imaju redovite i normalne
menstruacijske cikluse, nasi rezultati otkrili su odredena odstupanja. Najizrazenija odstupanja
primijecena su vezano uz duljinu trajanja menstruacijskih ciklusa. Tijekom studije, najkraci
menstruacijski ciklus bio je svega 20 dana, dok je najdulji trajao ¢ak 72 dana. Unato¢ velikoj
razlici u duljini menstruacijskih ciklusa, provedena analiza pokazala je da 86% Zena ima
normalne menstruacijske cikluse u trajanju izmedu 26 i 34 dana s prosje¢nom duljinom trajanja
od 30 dana. Za statisticku obradu odabrano je 140 normalnih menstruacijskih ciklusa - oko 70%
od ukupnog broja zabiljezenih menstruacijskih ciklusa, u kojima je prikupljeno 500 uzoraka

plazme od 60 Zena.
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4.8 Razvoj modela menstruacijskog ciklusa

Kako bi se provele daljnje statisti¢ke analize, podatci iz odabranih 140 menstruacijskih
ciklusa grupirani su unutar zajedni¢kog modela menstruacijskog ciklusa (Slika 16). S obzirom
da odabrani menstruacijski ciklusi imaju razli¢itu duljinu trajanja (od 26 do 34 dana), bilo ih je
potrebno normalizirati. Normalizacija menstruacijskih ciklusa izvedena je tako da je duljina
trajanja svakog menstruacijskog ciklusa normalizirana na 100% neovisno o trajanju svakog
pojedina¢nog menstruacijskog ciklusa. Na taj su se nacin glikanski podatci i podatci o
koncentracijama spolnih hormona izmjereni u raznim vremenskim toCkama pojedinacnih
menstruacijskih ciklusa mogli jednostavno pozicionirati unutar zajednickog modela

menstruacijskog ciklusa i omoguéiti potrebne statisticke analize.

Standardizirano mjerenje glikana

Menstruacijski ciklus (%)

Slika 16: Model menstruacijskog ciklusa. Ogledni primjer primjene modela menstruacijskog ciklusa u
odredivanju dinamike glavne glikanske strukture u sastavu jednog od glikanskih pikova (GP4) HILIC-UPLC
kromatograma N-glikoma molekule 1gG tijekom menstruacijskog ciklusa. N(uzoraka)=500. Glikanska mjerenja
standardizirana su dijeljenjem svakog mjerenja s njegovom prosjecnom vrijednosti, §to omoguéava usporedbu
varijabilnosti istog glikana 1gG medu ispitanicama. Duljina menstruacijskog ciklusa je normalizirana na 100%.
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4.9 Varijabilnost N-glikozilacije imunoglobulina G tijekom menstruacijskog ciklusa

Jedan od glavnih ciljeva ove studije bio je utvrditi dolazi li do promjene glikanskog
profila molekule 1gG tijekom menstruacijskog ciklusa i postoji li povezanost razine glikanskih
svojstava s koncentracijom spolnih hormona. Glikanski podatci iz 140 odabranih

menstruacijskih ciklusa analizirani su u zajednickom modelu menstruacijskog ciklusa.

Provedenom analizom longitudinalnih glikanskih mjerenja na razini Citave kohorte
ispitanica  otkrivena je periodi¢na ciklicka dinamika promjene agalaktoziliranih,
monogalaktoziliranih, digalaktoziliranih, sijaliniziranih i N-glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc u
ukupnom N-glikomu molekule 119G, dok je razina fukoziliranih N-glikana tijekom

menstruacijskog ciklusa ostala nepromijenjena (Slika 17).

GO G1 G2

Standardizirana glikanska mjerenja

0.90-

Broj menstruacijskih
ciklusa

Slika 17: Dinamika N-glikozilacije molekule 1gG tijekom menstracijskih ciklusa. Plava krivulja opisuje
promjenu razine Sest izvedenih glikanskih svojstava molekule 1gG — agalaktozilacije (G0), monogalaktozilacije
(G1), digalaktozilacije (G2), sijalinizacije (S), ra¢vaju¢eg GlcNAc (B) i srzne fukoze (F) kroz nekoliko uzastopnih
menstruacijskih ciklusa. Glikanska mjerenja standardizirana su dijeljenjem svakog mjerenja s njegovom
prosjeénom vrijednosti §to omogucava usporedbu varijabilnosti izvedenih glikanskih svojstava molekule 1gG
medu Zenama. Svaka tocka predstavlja jedan uzorak. N(uzoraka)=500.
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4.10 Odnos N-glikozilacije imunoglobulina G i razlicitih faza menstruacijskog ciklusa

Budu¢i da je utvrdeno da se N-glikozilacija molekule IgG mijenja tijekom
menstruacijskog ciklusa, utvrdene su i detaljno opisane promjene u sastavu N-glikana.
Analizom dinamike N-glikozilacijskih profila utvrdena su dva obrasca s obzirom na smjer i
opseg promjena glikanskih svojstava molekule 1gG u pojedinim fazama menstruacijskog
ciklusa (Slika 18). Iz rezultata je vidljivo da prva grupa glikana, u koju spadaju digalaktozilirani
I sijalinizirani N-glikani, ima jedinstven obrazac promjena i doseze najvecéu razinu u luteinskoj
fazi menstruacijskog ciklusa, dok grupa glikana koju ¢ine agalaktozilirani, monogalaktozilirani
i N-glikani s ra¢vaju¢im GlcNAc ima obrazac promjena koji je suprotan opisanim promjenama

u prethodnoj grupi glikana, i doseze najvecu razinu u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa.
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Slika 18: Dinamika spolnih hormona i N-glikozilacije molekule 1gG u menstruacijskom ciklusu. Plava
krivulja opisuje varijabilnost izvedenih glikanskih svojstava molekule 1gG - agalaktozilacija (GO),
monogalaktozilacija (G1), digalaktozilacija (G2), sijalinizacija (S), prisutnost rac¢vajuc¢eg GlcNAc (B) i srzne
fukoze (F), i koncentracije triju spolnih hormona — estradiola (E2; pmol/L), progesterona (P; nmol/L), i
testosterona (T; nmol/L) kroz nekoliko uzastopnih menstruacijskih ciklusa. Menstruacijski ciklus je podijeljen na
dva jednaka dijela: folikularnu (zelena) i luteinsku (plava) fazu. Analiza povezanosti izvedenih glikanskih
svojstava s koncentracijom spolnih hormona nalazi se u tablici 6. Glikanska mjerenja standardizirana su
dijeljenjem svakog mjerenja s njegovom prosje¢nom vrijednosti $to omogucava usporedbu varijabilnosti izvedenih
glikanskih svojstava molekule IgG medu Zenama. Svaka tocka predstavlja jedan uzorak. N(uzoraka)=500.
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4.11 Odnos N-glikozilacije imunoglobulina G i spolnih hormona u menstruacijskom
ciklusu

Budu¢i da je ustanovljeno da se u odredenim fazama menstruacijskog ciklusa dogadaju
uvijek iste promjene glikanskih svojstava, bilo je potrebno ispitati jesu li otkrivene promjene u
N-glikozilaciji 1gG povezane s promjenom koncentracije spolnih hormona tijekom
menstruacijskog ciklusa. Dan menstruacijskog ciklusa u kojem su zabiljeZene najvece
vrijednosti (pik) glikanskih svojstava molekule 1gG i spolnih hormona dani su u tablici 7.

Tablica 7: Odnos izmedu najveée koncentracije (pik) spolnih hormona i najveée razine (pik) izvedenih
glikanskih svojstava imunoglobulina G u menstruacijskom ciklusu.

omoni ey DME TSl g DME e o
Testosteron (T) 55 16. GO 35 10. 24 27 15
Estradiol (E2) 45 13. G1 35 10. 24 27 15
Progesteron (P) 82 25. G2 85 25. 9 12 /

S 84 25. 9 12 /
B 31 9. 23 26 14
F 47 14. / / 29

Dan menstruacijskog ciklusa u kojem je zabiljezena najveca srednja vrijednost spolnih hormona i izvedenih
glikanskih svojstava molekule IgG te njihov medusobni vremenski pomak u menstruacijskom ciklusu izraunati
su prema navedenim formulama u odjeljku 3.4.3 Obrada i analiza podataka.

Iz rezultata je vidljivo da je najveéa razina digalaktozilacije i sijalinizacije molekule 1IgG
u priblizno 25. danu luteinske faze, Sto je vremenski pomak od 12 dana nakon najviSe
koncentracije estradiola u priblizno 13. danu folikularne faze menstruacijskog ciklusa, a
istovremeno s najviSom koncentracijom progesterona u luteinskoj fazi menstruacijskog ciklusa.
Nadalje, najveca razina digalaktozilacije 1 sijalinizacije dogada se 9 dana nakon najviSe
koncentracije testosterona, koja je u priblizno 16. danu menstruacijskog ciklusa (Tablica 7,
Slika 18). S druge strane, najveca zastupljenost agalaktoziliranih, monogalaktoziliranih i
N-glikana s ra¢vaju¢im GICNAc na protutijelu IgG nije pokazala podudarnost s niti jednom od
toCaka za koje su primijecene najvece koncentracije spolnih hormona tijekom menstruacijskog
ciklusa. Umjesto toga, razina rac¢vaju¢eg GIcNAc doseze svoj maksimum priblizno 9. dana
menstruacijskog ciklusa, dok je razina agalaktozilacije i monogalaktozilacije N-glikana najveca

oko 10. dana folikularne faze menstruacijskog ciklusa.
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Bududi da je otkrivena neuskladenost dinamike spolnih hormona i glikanskih svojstava
protutijela IgG u menstruacijskom ciklusu, bilo je potrebno ispitati moze li se pronaci veza
izmedu ovih vremenski pomaknutih dogadaja. Analiza povezanosti glikanskih svojstava

molekule IgG s razinom spolnih hormona u menstruacijskom ciklusu dana je u tablici 8.

Tablica 8: Povezanost koncentracije spolnih hormona s dinamikom promjene N-glikozilacije molekule 1gG
u menstruacijskom ciklusu.

lzvedeno Pik glikanskog Povezanost hormona

glikansko Hormon svojstva IgG Pik hormona s razinom glikanskog . chf' P a
SVOjstvo IgG (%MC) (%MC) svojstva IgG vrijednost  vrijednost
Testosteron 35 55 Pozitivni 0.002 0.003
GO0 Estradiol 35 45 Pozitivni 0.211 0.253
Progesteron 35 82 Negativni 1.662x10° 9.972x10°
Testosteron 35 55 Pozitivni 0.001 0.002
Gl Estradiol 35 45 Negativni 0.001 0.002
Progesteron 35 82 Negativni 2.962x10-11 2,665x10°10
Testosteron 85 55 Negativni 1.421x10* 5.116x10*
G2 Estradiol 85 45 Pozitivni 0.074 0.095
Progesteron 85 82 Pozitivni 1.505x101> 2.,708x10-14
Testosteron 84 55 Negativni 0.016 0.024
S Estradiol 84 45 Pozitivni 0.032 0.045
Progesteron 84 82 Pozitivni 4.,404x10* 0.001
Testosteron 31 55 Pozitivni 0.529 0.56
B Estradiol 31 45 Negativni 0.002 0.004
Progesteron 31 82 Negativni 2.595x10°> 1.168x10*
Testosteron a7 55 Pozitivni 0.013 0.021
F Estradiol 47 45 Pozitivni 0.285 0.32
Progesteron 47 82 Negativni 0.784 0.784

Pik glikanskog svojstva molekule 1gG — vremenska tocka u fazi menstruacijskog ciklusa izrazena u postotcima
(%) u kojoj je primijeCena najveca razina N-glikana sliénih strukturnih osobina tj. analiziranog glikanskog
svojstva.

Pik hormona — vremenska to¢ka u fazi menstruacijskog ciklusa izrazena u postotcima (%) u kojoj je primije¢ena
najveca koncentracija analiziranog spolnog hormona.

p vrijednosti opisuju statisticku znacajnost povezanosti koncentracije pojedinog hormona s razinom glikanskog
svojstva u menstruacijskom ciklusu. p vrijednosti su korigirane (engl. adjusted) na viSestruko testiranje
Benjamini-Hochberg metodom. Statisticki znacajnima Smatrane su korigirane p vrijednosti manje od 0.05
(oznagene podebljano). Duljina trajanja jednog menstruacijskog ciklusa je 100%. Folikularna faza — 0% do 50%
menstruacijskog ciklusa, luteinska faza — 50% do 100% menstruacijskog ciklusa.

MC — menstruacijski ciklus, GO — agalaktozilirani N-glikani, G1 — monogalaktozilirani N-glikani, G2 —
digalaktozilirani N-glikani, S — sijalinizirani N-glikani, B — N-glikani s raévaju¢im GIcNAc, F — srzno fukozilirani
N-glikani.
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Rezultati pokazuju kako su sva svojstva koja opisuju N-glikozilaciju ovog protutijela
statisticki znacajno povezana s koncentracijom estradiola, progesterona i testosterona u
menstruacijskom ciklusu. Analiza pokazuje da je visoka koncentracija estradiola povezana s
povecanjem Ssijalinizacije, dok progesteron, uz sijalinizaciju, pokazuje povezanost i s
povecanjem razine digalaktozilacije N-glikana molekule 1gG u menstruacijskom ciklusu.
Takoder, estradiol i progesteron pokazuju negativanu povezanost s N-glikanima koji sadrze
ra¢vaju¢i GlcNAc ili jednu galaktozu, dok progesteron dodatno pokazuje negativnu

povezanosti i sa razinom agalaktozilacije protutijela 1gG.

S druge strane, testosteron pokazuje negativnu povezanost s razinom digalaktozilacije i
sijalinizacije N-glikana, ali je povezan s povecanjem agalaktozilacije, monogalaktozilacije i
fukozilacije molekule 1gG tijekom menstruacijskog ciklusa. Takoder, testosteron nije povezan
s razinom ra¢vajuéeg GlcNac, dok za estradiol i progesteron nije uo¢ena povezanost s razinom

fukozilacije ovog protutijela tijekom menstruacijskog ciklusa.
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4.12 Utjecaj menstruacijskog ciklusa na N-glikozilaciju 1gG na razini kohorte

S obzirom na otkrivene promjene glikanskih svojstava molekule 1gG tijekom
menstruacijskog ciklusa i njihovu povezanost s koncentracijom spolnih hormona bilo je
potrebno ispitati koliki je opseg tih promjena tijekom menstruacijskog ciklusa u ¢itavoj kohorti.
Opseg varijabilnosti izvedenih glikanskih svojstava protutijela 1gG tijekom menstruacijskog

ciklusa svih ispitanica dan je u tablici 9.

Iz rezultata je vidljivo da se prosje¢na varijabilnost pracenih glikanskih svojstava
molekule 1gG koja je povezana s fazom menstruacijskog ciklusa na razini kohorte krece
do 1.1% (Slika 18). Glikanska svojstva sa strukturnim osobinama povezanima s
galaktozilacijom i sijalinizacijom najviSe su se mijenjala tijekom menstruacijskog ciklusa —
varijabilnost agalaktozilacije bila je 1.1%, a digalaktozilacije i sijalinizacije 1.0%. Umjereno
promjenjivi bili su N-glikani s jednom galaktozom — monogalaktozilacija 0.8%, a N-glikani s
raévaju¢im GIcNAc 0.5%, dok se razina fukozilacije nije ciklicki mijenjala tijekom

menstruacijskog ciklusa.

U ovoj studiji je takoder odredeno koliki je doprinos faze menstruacijskog ciklusa
ukupnoj varijabilnosti N-glikozilacije molekule IgG medu svim prikupljenim uzorcima.
Detaljne analize pokazuju da menstruacijski ciklus moze objasniti od najmanje 0.06%
varijabilnosti razine N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc (p=0.01) do najvise 0.72% varijabilnosti
razine monogalaktoziliranih N-glikana (p=3.36 x 10-%). Za usporedbu, razlike u N-glikozilaciji
molekule IgG medu ispitanicama mogu objasniti visokih 86% varijabilnosti razine ra¢vajuceg
GlcNAc, dok se razina agalaktozilacije izmedu dviju ispitanica iz istog razloga moze razlikovati
za Cak 98%. Rezultati stoga pokazuju da promjene N-glikozilacije protutijela IgG koje nastaju
zbog samog menstruacijskog ciklusa ¢ine manje od 0.8% varijabilnosti razine bilo kojeg

glikanskog svojstava u ispitivanoj grupi Zena.

62



Rezultati

Tablica 9: Povezanost menstruacijskog ciklusa i varijabilnosti N-glikozilacije 1gG.

Iz'_vedeno Pik g_llkanskog _ Varljabllnos_t OsobaVar MCVar . Kor. p
glikansko svojstva IgG glikanskog svojstva o p vrijednost . a
! (%) (%) vrijednost®
svojstvo IgG (%MC) (%) (SD)
GO 35 1.1 0.05 98 0.12 4.15x10°  8.30x10°
Gl 35 0.8 0.12 92 0.72 1.12x10% 3.36x10%
G2 85 1.0 0.08 99 0.30 4.15x10%  2.49x10%
) 84 1.0 0.07 90 0.26  2.79x10° 4,19x106
B 31 0.5 0.04 86 0.06 0.01 0.01
F 47 0.0 0.05 93 0.10 0.09 0.09

Pik glikanskog svojstva molekule 1gG — vremenska tocka u fazi menstruacijskog ciklusa izrazena u postotcima
(%) u kojoj je primijeCena najveca razina N-glikana sliénih strukturnih osobina tj. analiziranog glikanskog
svojstva. Varijabilnost glikanskog svojstva — varijabilnost razine izvedenih glikanskih svojstava tijekom
menstruacijskog ciklusa izrazena u postotcima (%) i standardnim devijacijama (SD). Varijabilnost je izracunata
kao razlika standardizirane srednje vrijednosti najvece razine i standardizirane srednje vrijednosti svih mjerenja
analiziranog glikanskog svojstva IgG.

OsobaVar — varijabilnost glikanskog svojstva koja proizlazi iz razlika u N-glikozilaciji molekule IgG izmedu
osoba.

MCVar — varijabilnost glikanskog svojstva 1gG koja se moze objasniti fazom menstruacijskog ciklusa.

p vrijednosti opisuju statisticku znac¢ajnost varijabilnosti glikanskih svojstava tijekom menstruacijskog ciklusa.
2p vrijednosti su korigirane (engl. adjusted) na viSestruko testiranje Benjamini-Hochberg metodom. Statisti¢ki
znacajnima smatrane su Korigirane p vrijednosti manje od 0.05 (oznacene podebljano).

Duljina trajanja jednog menstruacijskog ciklusa je 100%, folikularna faza — 0% do 50% trajanja menstruacijskog
ciklusa, luteinska faza — 50% do 100% trajanja menstruacijskog ciklusa.

MC — menstruacijski ciklus, SD — standardna devijacija, Var — varijabilnost, GO — agalaktozilirani N-glikani, G1 —
monogalaktozilirani N-glikani, G2 — digalaktozilirani N-glikani, S — sijalinizirani N-glikani, B — N-glikani
s ra¢vajucim GlcNAc, F — srzno fukozilirani N-glikani.
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U sklopu ovog doktorskog rada provedena su istrazivanja u kojima su metodom
teku¢inske kromatografije ultravisoke ucinkovitosti analizirani N-glikozilacijski profili
protutijela 1gG i odredena je koncentracija spolnih hormona estradiola, progesterona i
testosterona metodom kemiluminiscencije u 776 uzoraka krvne plazme 70 zdravih Zena S
normalnim menstruacijskim ciklusima. Uzorci su sakupljani tijekom 12 tjedana u pravilnim
razmacima od 7 dana i neovisno o fazi menstrucijskog ciklusa pojedine Zene. Analiza
provedena na svim uzorcima u ispitivanoj grupi Zena pokazala je da se sastav N-glikana
protutijela IgG periodicki cikli¢ki mijenja s obzirom na fazu menstruacijskog ciklusa i povezan
je s koncentracijom zenskih spolnih hormona. Poveéanje razine digalaktoziliranih i
sijaliniziranih N-glikana u luteinskoj fazi ciklusa povezano je s povecanom koncentracijom
estradiola i progesterona, dok je povecanje razine agalaktoziliranih i monogalaktoziliranih
N-glikana u folikularnoj fazi ciklusa povezano s pove¢anom koncentracijom testosterona. lako
su primijecene promjene N-glikozilacije molekule 1gG na razini kohorte bile male, do 1.1%,
glikanska svojstva povezana s galaktozilacijom i sijalinizacijom ovog protutijela imale su

najvecu varijabilnost i na razini svih uzoraka unutar ispitivane grupe zena i unutar jedne osobe.

Mnoga istrazivanja su dosad pokazala vaznost spolnih hormona, posebice estrogena, za
biolosku ulogu protutijela 1gG u zenskom imunitetu (Khan i Ansar Ahmed, 2015.). lako je
sastav N-glikana vrlo vaZan za njegovu funkciju, jo§ uvijek nije potpuno jasno koji sve faktori
i na kojim mehanizmima reguliraju N-glikozilaciju ovog protutijela (Taniguchi i sur., 2015;
Klari¢ i sur., 2020.). Pokazano je da N-glikozilacija sluzi za precizno podesavanje interakcija
izmedu IgG molekula i raznih Fc receptora te drugih liganada (Nimmerjahn i Ravetch, 2008.),
te i najmanje promjene u sastavu N-glikana protutijela 1gG imaju direktan u¢inak na imunosni
odgovor kroz upalne procese koji su dio normalnog obrambenog mehanizma tijela, a njegov
poremecaj povezan je s raznim patoloskim stanjima (Seeling i sur., 2017.). Stoga je od iznimne
je vaznosti temeljito istraziti povezanost spolnih hormona i N-glikozilacije molekule 1gG u
zdravih zena, ¢ime bi se stvorila baza za sva buducéa istrazivanja N-glikana tog protutijela te bi
se omogucio bolji uvid u nastanak odredenih patoloskih stanja i razjasnio njihov utjecaj na

imunosni sustav Zena.

U mnogim istrazivanjima uocene su razlike u N-glikozilaciji molekule IgG medu
ljudima. Procjenjuje se da je prosjecna nasljednost N-glikoma molekule 1gG oko 55% (Pucic i
sur., 2011.), sto bi znacilo da geni samo djelomi¢no odreduju sastav N-glikana ovog protutijela

neke osobe, dok preostale razlike medu ljudima nastaju pod utjecajem raznih okolisnih

64



Rasprava

¢imbenika (Zoldo§ i sur., 2010., 2013.). Razlike u sastavu N-glikana molekule 19G medu
ljudima povezuju se s kronoloskom dobi osobe (Kristi¢ i sur., 2014.), razli¢itim bolestima i
upalnim procesima u organizmu (Plomp i sur.,, 2017.). Ono $to dodatno komplicira
razumijevanje procesa kojima nastaju raznovrsni glikanski obrasci je i mogu¢ utjecaj spolnih

hormona na N-glikozilaciju protutijela 1gG (Ercan i sur., 2017.).

U ovom istrazivanju je po prvi puta analizirana varijabilnost N-glikana molekule 19G s
obzirom na fluktuaciju spolnih hormona u menstruacijskim ciklusima 70 zdravih Zena u
reproduktivnom razdoblju zivota koriStenjem visokoprotocne tekucinske kromatografije.
Longitudinalno pracenje glikanskih profila trajalo je tri mjeseca i obuhvacalo je nekoliko
uzastopnih menstruacijskih ciklusa tijekom kojih su otkrivene promjene N-glikozilacije ovog
protutijela u plazmi Zena. Bioloska varijabilnost pojedina¢nih glikana na razini svih uzoraka
svih Zena u istraZzenoj kohorti utvrdena je za najvece glikanske pikove koji zajedno ¢ine 84%
svih detektiranih glikanskih struktura molekule 19gG (Pucié¢ i sur., 2011.). 1z toga je vidljivo da
se razina gotovo svih N-glikana ovog protutijela mijenja tijekom Zenskog menstruacijskog

ciklusa.

Radi boljeg razumijevanja bioloskog znacenja otkrivenih promjena, N-glikani molekule
IgG sa slicnim strukturnim osobinama grupirani su u Sest glikanskih svojstava. U nedavno
objavljenom istrazivanju koje je ukljucivalo 24 razli¢ite etni¢ke grupe diljem svijeta, utvrdene
su razlike N-glikozilacije molekule 1gG medu analiziranim populacijama koje se mogu
objasniti podrijetlom ispitanika (Stambuk i sur., 2020.). Analiza pokazuje da raspon
agalaktozilacije, monogalaktozilacije, digalaktozilacije, sijalinizacije, racvaju¢eg GICNAC i
fukozilacije u grupi Kineskinja koja je ispitivana u sklopu ovog doktorskog rada, ne pokazuje
znacajna odstupanja od prethodno utvrdenih raspona vrijednosti za ta ista glikanska svojstva u

populaciji etnicke grupe Han (Stambuk i sur., 2020.).

Zbog specificnosti analize struktura N-glikana i ciklicke prirode menstruacijskog
ciklusa, daljnja obrada podataka nije se mogla provesti na ve¢ poznat i uobi¢ajen nacin te je
bilo potrebno razviti potpuno novu metodu analize. U tu je svrhu razvijen model ,,zajedni¢kog
menstruacijskog ciklusa“. Analizom longitudinalnih mjerenja N-glikana, u modelu su otkrivene
periodi¢ne ciklicke promjene N-glikozilacije molekule IgG tijekom menstruacijskog ciklusa
koje potjecu od varijacija koje su zabiljezene za gotovo sva izvedena glikanska svojstva pracena
u studiji. Na razini kohorte, najvecu varijabilnost imala su svojstva povezana s galaktozilacijom

I sijalinizacijom molekule 1gG. Rezultati su pokazali da se prosje¢na varijabilnost razine
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agalaktoziliranih, digalaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana kre¢e oko 1%, umjereno
promjenjiva razina zabiljezena je za monogalaktozilirane i N-glikane s rac¢vaju¢im GlcNAc uz
prosjecnu varijabilnost izmedu 0.8% i 0.5%, dok razina fukoziliranih N-glikana nije pokazivala

cikli¢ke promjene tijekom menstruacijskog ciklusa.

U tom kontekstu, dan menstruacijskog ciklusa pokazao se kao vazan faktor za procjenu
varijabilnosti N-glikozilacije protutijela IgG u Zena tijekom reproduktivnog razdoblja zivota
(Ahmad i sur., 2002.). Doista, rezultati ove studije potvrduju kako se najveca razina pojedinih
glikanskih svojstava molekule IgG moze povezati s odredenom fazom menstruacijskog ciklusa.
Pokazano je da razina agalaktoziliranih, monogalaktoziliranih i N-glikana s ra¢vaju¢im
GIcNAC doseze najvecu vrijednost u folikularnoj fazi, dok se nakon ovulacije glikanski profil
mijenja te dolazi do povecéanja razine digalaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana koji imaju
najvecu vrijednost u luteinskoj fazi menstruacijskog ciklusa. Dobiveni rezultati jasno pokazuju
da u prvom dijelu menstruacijskog ciklusa dominiraju glikanske strukture koje potic¢u upalnu
funkciju protutijela 1gG (Irvine i Alter, 2020.), dok se njihova razina u drugom dijelu
menstruacijskog ciklusa smanjuje u korist glikanskih struktura koje omogucavaju njegovo
protuupalno djelovanje (Kaneko i sur., 2006.; Karsten i sur., 2012.). Dobiveni rezultati su u
skladu s prijasnjim istrazivanjima u kojima je pokazano kako su promjene u zenskom imunitetu

tijekom menstruacijskog ciklusa najvjerojatnije hormonski uvjetovane (Lee i sur., 2010.).

Jedino glikansko svojstvo za koje nije primije¢ena promjena tijekom menstruacijskog
ciklusa je razina fukoziliranih N-glikana. Takvo otkri¢e nije iznenadujuce jer je poznato da
fukozilacija humanog protutijela 1gG ostaje stabilna tijekom odrasle dobi (Bakovi¢ i sur.,
2013.), dok su promjene najéesce povezane s razvojem raka i autoimunih bolesti (Martin i sur.,
2018.; Vuckovi¢ i sur., 2016.). Budu¢i da su ispitanice bile zdrave Zene kojima se zdravstveno
stanje nije mijenjalo za vrijeme studije, a u dosadasnjim istrazivanjima nije zabiljezena
povezanost promjene ukupne fukozilacije molekule 1gG sa spolnim hormonima u zdravoj
odrasloj populaciji zena, primije¢ena minimalna varijabilnost u razini fukozilacije tijekom
menstruacijskog ciklusa je prema o¢ekivanjima. MozZe se zakljuciti da prethodne studije i nasa
nova otkri¢a zajedno podupiru pretpostavku da su promjene u humoralnom imunitetu tijekom
menstruacijskog ciklusa sastavni dio mehanizama pomoc¢u kojih fiziologija Zenskog tijela
balansira izmedu reprodukcije i imuniteta, no ovo je prva studija koja je dala detaljnu
karakterizaciju N-glikanskog profila molekule IgG i na taj na¢in povezala njegovu biolosku

funkciju s fazom menstruacijskog ciklusa.

66



Rasprava

Uzimajuéi u obzir menstruacijski ciklus kao fizioloski proces tijekom kojeg se dogadaju
sveobuhvatne promjene unutar mnogih sustava u tijelu Zene, utvrdeno je da se menstruacijskim
ciklusom moze objasniti najvise 0.8% varijacija u N-glikozilaciji molekule IgG na razini svih
uzoraka u ispitanoj kohorti zena. Ovakav rezultat je ocekivan s obzirom na prethodno
objavljene podatke u kojima je pokazano da spol objasnjava nesto manje od 1% varijacije u
N-glikozilaciji Fc fragmenta ovog protutijela u populaciji (Stambuk i sur., 2020a.). Zbog dobro
poznatog utjecaja dobi i spola osobe na strukturu N-glikana molekule IgG, prije svake
statistiCke analize obavezna je korekcija svih glikanskih podataka na ove dvije varijable, $to bi
znacilo da je korekcijom na spol kod Zzena obuhvaéena i korekcija utjecaja menstruacijskog
ciklusa na promjenu glikanskog profila ovog protutijela. Zaklju¢no, primijeceni trend pokazuje
da N-glikozilacija ovog protutijela u Zena ovisi o danu menstruacijskog ciklusa, ali je ovaj
u¢inak manji od ukupnih razlika medu spolovima na razini populacije, $to znaci da se
prikupljanje i analiza krvnih uzoraka Zzena u studijama koje ukljucuju velik broj ispitanika moze

odvijati neovisno o fazi menstruacijskog ciklusa.

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je ispitati hipotezu o povezanosti koncentracije
spolnih hormona s razinom glikanskih svojstava molekule IgG tijekom reproduktivnog
razdoblja zene. DosadaS$nja saznanja o utjecaju spolnih hormona na N-glikozilaciju ovog
protutijela u zena temelje se na rezultatima epidemioloskih studija koje su proucavale patoloske
mehanizme, ili u raznim bolestima (Hughes i Choubey, 2014.), ili tijekom normalnih fizioloskih
stanja poput trudnoce (Bondt i sur., 2013.) i menopauze (Engdahl i sur., 2018.), koji se mijenjaju
s promjenom razine spolnih hormona. U nedavnom istrazivanju na zdravim osobama otkriveno
je da upravo estrogeni reguliraju N-glikozilaciju molekule 19gG (Ercan i sur., 2017.), $to se moze
povezati sa ublazavanjem simptoma autoimunih i upalnih bolesti (koje su povezane s
poremecenom funkcijom protutijela IgG) tijekom trudnoce, kada je razina estrogena povecana,
te ponovnom aktivacijom nakon poroda, kada se razina estrogena normalizira (Adams Waldorf
i Nelson, 2008.). Promjene aktivnosti kroni¢nih i akutnih bolesti zabiljeZzene su i tijekom
razli¢itih faza menstruacijskog ciklusa (Oertelt-Prigione, 2012.). Menstruacijski ciklus je stoga
odabran kao izvrstan model za proucavanje povezanosti fizioloske razine tj. fluktuacije spolnih
hormona 1 N-glikozilacije protutijela IgG te funkcije imunosustava zdravih Zena u

reproduktivnom razdoblju Zivota.

Rezultati koji su predstavljeni u okviru ovog doktorskog rada ukazuju na veliku

vjerojatnost da je ciklicka priroda promjena N-glikozilacije molekule 1gG povezana s

67



Rasprava

fluktuacijom spolnih hormona kroz menstruacijske cikluse. Stoga iznenaduje otkrice da se
razdoblja menstruacijskog ciklusa u kojima je primijeen najveci udio N-glikana istih
strukturnih osobina (pik izvedenih glikanskih svojstava) ne podudaraju s razdobljima najvisih
koncentracija spolnih hormona. Proizvodnja i N-glikozilacija molekula 1gG potaknute su
dogadajima koji utjecu na imunosni sustav (Wuhrer i sur., 2015.), a prethode menstruacijskom
ciklusu koji je u tijeku, kao na primjer promjena koncentracije zenskih spolnih hormona. lako
postoje studije o moguc¢em utjecaju spolnih hormona, posebice estrogena na sijalinizaciju i
galaktozilaciju protutijela 1I9G (Engdahl i sur., 2018.; Ercan i sur., 2017.), usporedbom obrazaca
dinamike spolnih hormona i glikanskih svojstava molekule IgG tijekom menstruacijskog
ciklusa, otkriveno je da se tocka menstruacijskog ciklusa u kojoj je primije¢ena najveca
koncentracija estradiola ne poklapa s tockom menstruacijskog ciklusa u kojoj je prisutnost

digalaktoziliranih 1 sijaliniziranih glikana najveca.

Ucinak najveée koncentracije spolnih hormona tijekom menstruacijskog ciklusa na
N-glikozilaciju molekule IgG vjerojatno je odgoden zbog relativno dugog poluzivota IgG koji
iznosi 21 dan (Irani i sur., 2015.), $to bi znacilo da je potrebno neko vrijeme da se ,,stare* IgG
glikoforme u cirkulaciji zamijene ,,novima“ kako bi u¢inak postao vidljiv. Dok estrogen postize
svoju najvecu koncentraciju priblizno 13. dana folikularne faze, razina sijaliniziranih i
digalaktoziliranih N-glikana je najveca sredinom luteinske faze i poklapa se s najvecom
koncentracijom progesterona 25. dana menstruacijskog ciklusa. Nadalje, razina ra¢vajuéeg
GlcNAc doseZze najvecu vrijednost 9. dana, a razina agalaktozilacije 1 monogalaktozilacije
molekule IgG je najveca 10. dana folikularne faze menstruacijskog ciklusa. Ove analize
pokazuju kako su promjene N-glikozilacije molekule 1gG vidljive najranije 12 dana ili oko dva
tjedna nakon promjene razine spolnih hormona u menstruacijskom ciklusu. Prema dobivenim
rezultatima, obrazac “upalnih” GO i N-glikana s rac¢vaju¢im GlcNAc u folikularnoj fazi
menstruacijskog ciklusa nastaje nakon luteinsko-folikularne faze, koja je prijelazna faza izmedu
dva menstruacijska ciklusa 1 za koju su karakteristine najniZe razine proucavanih Zenskih
spolnih hormona (Reed i Carr, 2000.), dok obrazac “protuupalnih” G2 i S N-glikana u luteinskoj
fazi menstruacijskog ciklusa nastaje uslijed razdoblja intenzivne proizvodnje spolnih hormona
u jajnicima koja zapocinje proizvodnjom estrogena u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa.
To znaci da je broj molekula IgG s povecanim udjelom galaktoziliranih i sijaliniziranih
N-glikana u porastu ve¢ u luteinskoj fazi menstruacijskog ciklusa, te u slu¢aju oplodnje jajne

stanice samo nastavlja rasti kroz trudnocu tijekom koje su protutijela sa smanjenim upalnim
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svojstvima neophodna za uspostavljanje imunotolerancije majke, ¢ime se omogucuje uspjesan

rast i razvoj fetusa (Farage i sur., 2009.).

Analiza povezanosti koncentracije pojedina¢nih spolnih hormona u krvnoj plazmi i
razine N-glikana molekule IgG pokazala je kako su estradiol i progesteron povezani s
protuupalnim digalaktoziliranim i sijaliniziranim, a testosteron je povezan s proupalnim
agalaktoziliranim glikoformama ovog protutijela tijekom menstruacijskog ciklusa. Otkrice
kako je estradiol povezan s povecanom razinom Sijalinizacije protutijela 1gG u
menstruacijskom ciklusu jo$ jednom potvrduje rezultate dosada$njih istrazivanja o utjecaju
estrogena na N-glikozilaciju ovog proteina, isticuci njegovu ulogu aktivatora transkripcije gena
za B-galaktozamid o-2,6-sijaliltransferazu 1 (engl. f-galactoside a-2,6-sialyltransferase 1,
ST6GALL1), glavnu glikoziltransferazu za dodavanje sijalinske kiseline na N-glikane molekule
IgG u B limfocitima (Engdahl i sur., 2018.). No, odnedavno je poznat i alternativni nacin
sijalinizacije N-glikana ovog protutijela koji je neovisan o B limfocitima (Jones i sur., 2016.).
Buducdi da se pik koncentracije estradiola i razine sijalinizacije N-glikana pojavljuju u razli¢itim
vremenskim toCkama, nije bilo dokaza koji bi potvrdili brzu sijalinizaciju cirkulirajuc¢ih

protutijela IgG tijekom menstruacijskog ciklusa u ovom istrazivanju.

Poznato je da su galaktozilirani N-glikani neophodni supstrati za terminalnu doradu
sijalinskim kiselinama (Vidarsson i sur., 2014.). Sukladno tome, u ovom istraZivanju je
primijeceno da sijalinizacija i digalaktozilacija N-glikana molekule 1gG imaju jednake obrasce
promjena tijekom menstruacijskog ciklusa. To moze znaliti da su ova dva glikozilacijska
svojstva najvjerojatnije regulirana povezanim mehanizmimau ER i GA (Hassinen i sur., 2011.),
moguée stvaranjem heterodimernog kompleksa izmedu B-1,4-galaktoziltransferaze
(engl. p-1,4-galactosyltransferase 1, BAGALT1) i ve¢ spomenute sijaliltransferaze ST6GALT1
(Khoder-Agha i sur., 2019.), ¢ija se enzimska aktivnost moze regulirati putem estrogenskih
receptora koji djeluju kao transkripcijski faktori unutar imunosustava (Cunningham i Gilkeson,
2011.). lako je modulacijski uc¢inak estradiola na N-glikozilaciju molekule 1gG u ljudskoj
plazmi ve¢ primije¢en (Ercan i sur., 2017.), i postoje istrazivanja u uvjetima in vitro na
stanicama raka dojke u kojima su opisani moguc¢i mehanizmi kojima estrogen utjece na stani¢ne
procese, poput prekomjerne ekspresije estrogenskih receptora (Nott i sur., 2009.) i tretiranja
stanica estradiolom (Coser i sur., 2003.; Hah i sur., 2011.) koji rezultiraju povec¢anom
transkripcijom galaktoziltransferaze B4GALT1. No, rezultati ovog doktorskog rada nisu

uspjeli pokazati statisticki znacajnu povezanost koncentracije estradiola i galaktozilacije

69



Rasprava

molekule IgG. To bi moglo znaciti da je estradiol opCenito vazan, ali vjerojatno nije kljuéni
faktor koji odreduje razinu digalaktozilacije N-glikana protutijela IgG tijekom menstruacijskog
ciklusa, barem ne na nacin da u fizioloSkom rasponu koncentracije, koja je karakteristicna za
menstruacijski ciklus, uzrokuje poveéanu ekspresiju gena koji kodira galaktoziltransferazu
BAGALT1, sto je veé sugerirano na mi§jem modelu reumatoidnog artritisa (Engdahl i sur.,
2018.), nego mozda regulira aktivnost vec sintetizirane koli¢ine ove galaktoziltransferaze
balansiranjem izmedu B4GALT1 u monomernom i homomernom obliku (Harrus i sur., 2018.),

no to tek treba biti istrazeno.

Zasad je poznato tek nekoliko studija koje su proucavale utjecaj ostalih spolnih hormona
jajnika, poput testosterona i progesterona, na glikozilaciju humanih proteina (Medvedova i
Farkas, 2004.). Zbog toga je ovo istrazivanje jo§ vrijednije jer ¢e omoguéiti nova saznanja u
ovom podrucju znanosti. Jedno od vaznih otkri¢a ovog istrazivanja je povezanost testosterona
s velikim brojem strukturno razli¢itih N-glikana molekule IgG u menstruacijskom ciklusu.
Testosteron ima vaznu ulogu za razvoj zrelih B 1 T limfocita te vezanjem za androgene
receptore stvara kompleks koji ima funkciju transkripcijskog faktora mijenjaju¢i generalnu
ekspresiju gena u stanici (Tsai i O’Malley, 1994.). Vjerojatno na taj nac¢in moze potaknuti i
ekspresiju gena ¢iji produkti sudjeluju u N-glikozilaciji molekule 1gG u B limfocitima. U
muskaraca testosteron smanjuje ekspresiju gena za sijaliltransferazu, gensku aktivnost
sijaliltransferaze, enzima koji dodaje sijalinske kiseline na glikane, i uzrokuje smanjenu
vijabilnost stanica raka prostate (Munkley i sur., 2016.). lako studije o utjecaju testosterona na
imunitet muskaraca pokazuju da on djeluje protuupalno (Gubbels Bupp i Jorgensen, 2018.) i
Stiti od autoimunosti putem ogranic¢avanja broja B limfocita (Wilhelmson i sur., 2018.), visak
testosterona u Zena je povezan s kroni¢nom upalom niskog stupnja (engl. chronic low-grade
inflammation) koja je temeljni patoloski mehanizam u policisticnom sindromu jajnika
(engl. polycistic ovary syndrome, PCOS) (Cakiroglu i sur., 2016.). Kao potvrda prijasnjih
studija, rezultati ovog istrazivanja pokazuju pozitivhu povezanost testosterona s
agalaktoziliranim N-glikanima koji se smatraju tzv. “upalnim” glikanima, a negativnu
povezanost s digalaktoziliranim i sijaliziranim N-glikanima tzv. “protuupalnim” glikanima
molekule 1gG, sto implicira da je testosteron povezan s upalnim djelovanjem ovog protutijela
u zena tijekom menstruacijskog ciklusa. No ipak, u zdravih Zena s normalnim menstruacijskim

djelovanjem aromataze direktno prevodi u bioloski najaktivniji estrogen, estradiol, zbog cega

70



Rasprava

je testosteron neophodan za normalnu funkciju Zenskog reproduktivnog sustava (Bereshchenko
I sur., 2018.; Payne i Hales, 2004.).

Progesteron takoder ima snazna imunoregulacijska svojstva s posebnim naglaskom na
uspostavljanju i odrzavanju imunotolerancije, koja se smatra najvaznijim obiljeZjem svake
uspjeSne trudnoce (Shah i sur., 2019.). Djelovanje progesterona na imunitet uzrokuje
podesavanje funkcije imunosnih stanica (Kyurkchiev i sur., 2011.) i protutijela (Kelemen i sur.,
1996.; Prados i sur., 2011.), te smanjenu proizvodnju upalnih citokina (Tan i sur., 2012.), $to
vjerojatno rezultira dominacijom protutijela smanjene upalne aktivnosti. Dobiveni rezultati
pokazuju da je progesteron povezan s poveéanjem razine digalaktoziliranih i sijaliniziranih
molekula 1gG, ¢ime je utvrdeno da je protuupalni glikoprofil ovog protutijela tijekom luteinske
faze menstruacijskog ciklusa povezan s pove¢anom koncentracijom estradiola i progesterona.
Svi dosada$nji rezultati ovog doktorskog rada koji se odnose na funkciju estradiola,
progesterona i testosterona ukazuju na klju¢nu ulogu ovih spolnih hormona u regulaciji
N-glikozilacije molekule 1gG i usmjeravanju imuniteta zene tijekom menstruacijskog ciklusa,

Sto otvara niz zanimljivih pitanja koja ¢e vjerojatno biti predmet buducih studija.

Iz prethodnih studija je poznata vaznost spolnog hormonskog statusa zene za promjene
N-glikozilacije molekule IgG u pubertetu (Pucic Bakovic i sur., 2012.), trudno¢i (van de Geijn
i sur., 2009.) i menopauzi (Kristi¢ i sur., 2014.), a ovo istrazivanje pokazalo da isto vrijedi i za
menstruacijski ciklus. No, do promijenjene N-glikozilacije ovog protutijela dolazi i uslijed
raznih oboljenja kao $to su rak (Adamczyk i sur., 2012.), upalne (Simurina i sur., 2018.) i
autoimmune bolesti (Huang i sur., 2017.; Sjowall i sur., 2015.). Dosadasnja istrazivanja su
pokazala da su Zene sklonije razvoju autoimunih bolesti 1 stvaranju prate¢ih autoreaktivnih
protutijela (Whitacre, 2001.; Whitacre i sur., 1999.), dok su muskarci skloniji razvoju infekcija
i malignih bolesti (Jaillon i sur., 2017.). Cinjenica da postoji razlika u imunosnom odgovoru
izmedu muskaraca i zena promijenila je perspektivu daljnjih istrazivanja, te se danasnje studije
okrecu proucavanju spolno-specificnih imunoreakcija (Taneja, 2018.) i s njima povezanim
promjenama N-glikozilacije molekule 1gG, koje se smatraju vaznim procesom u kompleksnim

mehanizmima razvoja bolesti (Lauc i sur., 2016.).

Dosad je pokazano da fizioloski procesi koji prate starenje organizma uzrokuju
povecanu sterilnu upalnu aktivnost imunosnog sustava (engl. imflammaging) i dugoro¢no
dovode do razvoja bolesti u osoba kasnije zivotne dobi (Franceschi i Campisi, 2014.). Nezdrav

nacin zivota (Barrios i sur., 2016.; Nikolac Perkovic i sur., 2014.; Wang i sur., 2019.; Wu i sur.,
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2020.) i opadanje razine spolnih hormona sa starenjem (Horstman i sur., 2012.) ubrzavaju ovaj
ionako neizbjezan proces, a njihove posljedice vidljive su kroz izrazene promjene jednog ili
nekoliko glikanskih svojstava protutijela 1gG (Kristi¢ i sur., 2014.). Nasa znanstvena grupa je
nedavno otkrila da prestanak proizvodnje spolnih hormona u jajnicima, fizioloski proces koji
prethodi menopauzi, uzrokuje povecanje indeksa glikanske dobi tj. uzrokuje ubrzano biolosko
starenje zdravih Zena s dotad normalnim menstruacijskim ciklusima (Juri¢ i sur., 2020.). Indeks
glikanske dobi je novootkiveni biomarker bioloSke dobi osobe koji se odreduje analizom
N-glikozilacije protutijela IgG, a povezan je sa zivotnim stilom i biomarkerima rizika za
nastanak bolesti, te se povecava s povecanjem razine N-glikana bez galaktoze i sijalinskih
kiselina (Kristi¢ i sur., 2014.). Iz toga je vidljivo da su bolesti i starenje praceni sli¢énim
promjenama N-glikozilacije molekule 1gG i odraz su upalnog stanja organizma (Gudelj i sur.,
2018a.). Glikani stoga nisu samo pasivni pokazatelji rizika za nastanak i razvoj bolesti
(Stambuk i sur., 2020.), ve¢ odredene glikanske promjene, kao na primjer postepeno poveéanje
razine agalaktozilacije N-glikana protutijela 1gG tijekom Zzivota, aktivno doprinose nastanku i
odrzavanju upalnih stanja, koja dalje poticu razvoj bolesti koje ovise o dobi osobe (Franceschi
i sur., 2000., 2018.).

Zbog nesporne ¢injenice da su promjene N-glikozilacije popratni ¢imbenici starenja,
zdravlja i razine spolnih hormona osobe, glikani su postali neizbjezni subjekt u sve ve¢em broju
epidemioloskih istrazivanja. Razvoj modernih instrumenata i osjetljivih metoda za analizu
N-glikana omogucila je otkrivanje ¢ak i najmanjih promjena u glikanskoj strukturi godinama
prije potpunog razvoja bolesti (Gudelj i sur., 2018b.). N-glikani molekule 1gG stoga imaju velik
biomarkerski potencijal i mogli bi se jednog dana koristiti u dijagnosti¢ke, prognosticke i
terapijske svrhe za bolesti koje su dominantne u Zena, a povezane su sa zenskim spolnim

hormonima (Whitacre i sur., 1999.).

Ovo istrazivanje je vodeno pretpostavkom kako analizom promjena razine N-glikana
1gG, koji su vazni pokazatelji bioloskih procesa u tijelu, mozemo otkriti bolest u ranom stadiju,
prije razvoja tezih simptoma, §to bi bio vazan korak prema personaliziranom pracenju zdravlja
osobe. Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je stoga bio odrediti raspon fizioloskih promjena
N-glikozilacije molekule 1gG tijekom menstruacijskih ciklusa za svaku zenu pojedina¢no. Ovo
istrazivanje je pokazalo da specifican glikanska svojstva ovog protutijela, poput povecane
agalaktozilacije i smanjene sijalinizacije, za koje je poznato da su izravno povezane s mnogim

bolestima (Gudelj i sur., 2018a.; Li i sur., 2021.), imaju najveéi opseg promjena tijekom
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menstruacijskog ciklusa na razini osobe. Rezultati pokazuju da razina sijalinizacije N-glikana
u menstruacijskim ciklusima kod nekih osoba varira u rasponu od 10% do oko 20%, a razina
agalaktozilacije varira u rasponu od 7% do 16%. To bi znacilo da, ako Zena ima 30%
agalaktoziliranih N-glikana molekule IgG, uz varijaciju od 10%, razina agalaktozilacije 1gG
ovih N-glikana kod te osobe kretat ¢e se u rasponu od 28,5% do 31,5% zbog utjecaja
menstruacijskog ciklusa. Ova saznanja su vrlo vazna za personalizirani nadzor ljudskog

zdravlja.

U proces dugorocnog pracenja zdravlja ukljucivali bi se muskarci 1 Zene joS u
reproduktivnom razdoblju Zivota, $to znaci da bi na promjene sastava N-glikana protutijela IgG
u zena mogli utjecati i spolni hormoni, ¢ija se koncentracija mijenja s fazama menstruacijskog
ciklusa. Svrha dugoro¢nog pracenja glikozilacijskih profila ovog protutijela bilo bi odredivanje
smjera promjene njegovih glikanskih svojstava, pri ¢emu bi kontinuirano povecanje razine
agalaktozilacije tijekom godina moglo dugoro¢no upuéivati na poveéanje upalnog stanja
organizma osobe (Gudelj i sur., 2018b.). Kada govorimo o Zenama, rezultati ovog istrazivanja
pokazuju da bi analizu N-glikozilacije molekule IgG bilo pozeljno provoditi uvijek u istom
periodu menstruacijskog ciklusa jer bi u tom slucaju utjecaj razli¢itih faza menstruacijskog
ciklusa na glikanski profil bio minimalan. Model menstruacijskog ciklusa implicira da bi to
razdoblje potencijalno moglo biti upravo sredinom folikularne faze, oko 10. dana
menstruacijskog ciklusa kada su agalaktozilirani N-glikani u maksimumu funkcije, a
digalaktozilirani i sijalinizirani N-glikani u minimumu funkcije, i time imaju najmanju
promjenu. Na taj bi nacin detektirane razlike glikanskog profila predstavljale razinu sistemskog
upalnog stanja organizma osobe, a ne hormonski uvjetovane razlike zbog testiranja u razli¢itim
fazama menstruacijskog ciklusa. Zasad se opcenito moze zakljuciti da je analizu glikanskog
profila protutijela IgG preporucljivo provoditi uvijek u istom periodu ciklusa, ali za to¢niju
preporuku potrebno je napraviti novu studiju, na primjer neku koja bi mjerila svakodnevne
promjene razine N-glikana tijekom menstruacijskog ciklusa, ili bi mjerila razinu N-glikana u
nekoliko faza istodobno 1 kroz duZi period od 10-12 menstruacijskih ciklusa Sto bi dalo detaljniji
uvid u promjene N-glikozilacije protutijela IgG medu ciklusima. Takoder, ovakav nacin analize
glikanskih profila doprinio bi optimizaciji informativnosti i razvoju N-glikana molekule 1gG u
potencijalne dijagnosticke biomarkere ili biomarkere za personalizirano pra¢enje zdravlja Zena

u reproduktivnom razdoblju zivota.

73



Rasprava

Buduc¢i da je ovo prva studija u kojoj je menstruacijski ciklus posluzio kao model za
longitudinalno pracenje utjecaja spolnih hormona na N-glikozilaciju protutijela 19G,
uzorkovanje krvi ispitanica provodilo se jednom tjedno u jednakim vremenskim razmacima
(svakih 7 dana) bez obzira na fazu menstruacijskog ciklusa, ali na velikom broju Zena i tijekom
duljeg razdoblja (kroz 3 mjeseca), sto je u konacnici rezultiralo s najmanje dva menstruacijska
ciklusa po osobi. Izmjerene koncentracije spolnih hormona u plazmi i N-glikanski profili ovog
protutijela stoga nisu potpuna procjena svakodnevnih promjena koncentracije hormona i razine
N-glikana tijekom menstruacijskog ciklusa. Buduce studije koje ¢e detaljno istrazivati bioloske
procese tijekom menstruacijskog ciklusa mogle bi razmotriti ¢esce, ¢ak i dnevno, prikupljenje

uzoraka krvi kako bi mogle preciznije odrediti fizioloske promjene spolnih hormona.

Zbog bioloske slozenosti menstruacijskog ciklusa i N-glikozilacije molekule IgG,
potrebne su dodatne hormonske intervencijske studije kojima bi se potvrdio mehanizam kojim
pojedini spolni hormoni reguliraju jedinstvene promjene N-glikozilacije ovog protutijela
tijekom menstruacijskog ciklusa. Kako bi se otkrilo koji su mehanizmi aktivirani prilikom
njegove N-glikozilacije, najéesce se provode cjelogenomske studije asocijacije (engl. genome
wide association studies, GWAS). Posljednja takva studija GWAS iz 2020. godine provedena
je na N-glikomu molekule IgG, te je uz ve¢ poznate glikoziltransferaze BAGALT1, koja dodaje
galaktozu, i ST6GALL, koja dodaje sijalinske kiseline, identificirala i dodatne proteine, to¢nije
transkripcijske faktore RUNX1, RUNX3, SPINK4 i ELL2, koji bi potencijalno mogli
sudjelovati u signalizacijskom mehanizmu kojim estradiol utje¢e na N-glikozilaciju ovog
protutijela (Klari¢ i sur., 2020.). Najnovije objavljeni podatci nase grupe pokazuju kako pri
smanjenoj koncentraciji estradiola (razina kao u menopauzi) dolazi do promjene N-glikoma
molekule 1gG, no ne i N-glikoma ukupnih proteina plazme, $to upucuje da estradiol primarno
regulira N-glikozilaciju u B stanicama, ali ne i u jetri (Mijakovac i sur., 2021.). U usporedbi s
estrogenom, sli¢ne intervencijske studije spolnim hormonima progesteronom (Prados i sur.,
2011.) i testosteronom (Munkley i sur., 2016.; Svartberg i sur., 2004.) su rijetke, ali sugeriraju
njihovu povezanost s razinom glikozilacije, zbog ¢ega njihov pojedina¢ni ucinak na
N-glikozilaciju protutijela IgG tek treba biti istrazen. Graficki sazetak predlozenog utjecaja
estradiola, progesterona i testosterona na N-glikozilaciju molekule IgG u menstruacijskom
ciklusu pripremljen je prema prije objavljenim literaturnim navodima i originalnim rezultatima

istrazivanja u sklopu ovog doktorskog rada (Slika 19).
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Slika 19. Grafi¢ki sazetak predloZenog utjecaja Zenskih spolnih horomona na N-glikozilaciju imunoglobulina G tijekom menstruacijskog ciklusa. Prema literaturnim
navodima, progesteron regulira aktivnost oligosahariltransferaze koja prebacuje prekursor N-glikana s dolikolnog nosaca na sintetiziraju¢i protein (Prados i sur., 2011.) u ER,
dok je estrogen vazniji za daljnje preinake N-glikana jer aktivira transkripciju gena za glikoziltransferaze BAGALT1 i ST6GAL1 koje modificiraju krajeve N-glikana molekule
IgG dodatkom galaktoze i sijalinskih kiselina u GA (Coser i sur., 2003.; Engdahl i sur., 2018.; Hah i sur., 2011.). Testosteron je povezan sa sijalinizacijom glikoproteina u
stanicama raka prostate (Munkley, 2017.), no njegov utjecaj na N-glikozilaciju u Zena tek treba biti istrazen.GNRH — gonadotropin oslobadajué¢i hormon, LH — luteinizirajuci
hormon, FSH — folikulostimulirajué¢i hormon, E2 — 17B-estradiol (crvene tocke), P — progesteron (zute tocke), T — testosteron (zelene toc¢ke), AR — androgeni receptor, ER —
estrogenski receptor, PR — progesteronski receptor, gliko-geni (engl. glycogenes) — geni koji kodiraju za enzime direktno uklju¢ene u N-glikozilaciju (npr. glikoziltransferaze,
glikozidaze, transporteri Sec¢ernih nukleotida itd.) ¢iji broj se procjenjuje na oko 250 do 900 gena a ¢ine 1-4% svih humanih gena, ovisno o literaturnom izvoru (Cummings i
Pierce, 2014.; Kikuchi i Narimatsu, 2006.; Narimatsu, 2006.).
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6 ZAKLJUCCI



Zakljuéci

U ovom istrazivanju uspjesno je analizirana N-glikozilacija imunoglobulina G na
776 uzoraka u 70 zdravih Zena. Metodom tekucinske kromatografije ultra visoke
djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama odredeni su glikanski profili i
varijabilnost glikanskih svojstava imunoglobulina G tijekom menstruacijskih ciklusa,
Sto moze biti korisno kod dizajniranja buducih glikanskih studija i razvoja potencijalnih
testova koji mjere razlike N-glikozilacije ovog protutijela u reproduktivnom razdoblju

Zivota zena.

Prosje¢na varijabilnost glikanskih svojstava molekule IgG koja je povezana s fazom
menstruacijskog ciklusa je vrlo mala u svim uzorcima analizirane grupe Zena — varijacija
agalaktozilacije bila je 1.1%, a digalaktozilacije i sijalinizacije 1.0%, umjereno
promjenjivi bili su glikani s jednom galaktozom — monogalaktozilacija 0.8%, a glikani
s ra¢vaju¢im GICNAc 0.5%, dok se razina fukozilacije nije ciklicki mijenjala tijekom
menstruacijskog ciklusa.

Simulacija dinamike N-glikozilacije molekule 1gG u modelu menstruacijskog ciklusa
pokazala je periodi¢ne ciklicke obrasce koji su povezani s fazom menstruacijskog

ciklusa i razinom spolnih hormona estradiola, progesterona i testosterona.

Modelom menstruacijskog ciklusa pokazano je da digalaktozilirani i sijalinizirani
N-glikani, za koje je poznato da omogucuju protuupalno djelovanje molekule IgG,
dosezu najvecu razinu u luteinskoj fazi menstruacijskog ciklusa, dok agalaktozilirani,
monogalaktozilirani i N-glikani s ra¢vaju¢im GIcNAc, koji omoguéuju pojacano upalno
djelovanje ovog protutijela, imaju suprotan obrazac promjena dosezuci najvecu razinu

u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa.

Visoka koncentracija estrogena i progesterona u krvnoj plazmi povezana je s ve¢om
razinom digalaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana, dok je nasuprot tome, visoka
koncentracija testosterona povezana s ve¢om razinom N-glikana kojima nedostaju jedna

ili obje galaktoze na krajevima antena.
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Zakljuéci

Menstruacijski ciklus pokazuje mali utjecaj na varijabilnost N-glikozilacije molekule
IgG na razini svih uzoraka ispitivane grupe Zena. Naime, menstruacijski ciklus moze
opisati do 0.8% varijabilnosti N-glikozilacije ovog protutijela u kohorti. To omogucéava
da se u studijama s velikim brojem ispitanika uzorci prikupljaju neovisno o fazi

menstruacijskog ciklusa.

S druge strane, opseg promjena glikozilacijskih svojstava molekule 1gG unutar jedne
osobe najizrazeniji je za sijalinizirane (najveca razlika izmedu najnize i najvise
vrijednosti priblizno 21%) 1 agalaktozilirane (najveca razlika izmedu najniZe 1 najvise
vrijednosti priblizno 16%) N-glikane, dok su fukozilirani N-glikani imali najmanju
intraindividualnu varijaciju (najveca razlika izmedu najnize i najvise vrijednosti manja
od 3%) tijekom menstruacijskih ciklusa. To ukazuje na mogu¢ znacajan utjecaj faze

menstruacijskog ciklusa na N-glikozilaciju IgG ovog protutijela na individualnoj razini.

Ovo je prva studija koja je dala detaljnu karakterizaciju glikanskog profila molekule
IgG tijekom menstrucijskog ciklusa i na taj na¢in uspjela povezati promjene njegove
N-glikozilacije s koncentracijom Zenskih spolnih hormona estradiola, progesterona i

testosterona u odredenim fazama menstruacijskog ciklusa.
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Popis kratica

2-AB — 2-aminobenzamid

ACAT - acil-koenzim A kolesterol transferaza, engl. acyl-CoA cholesterol acyltransferase
ADCC - stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima, engl. antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity

ADCP — fagocitoza ovisna o protutijelima, engl. antibody-dependent cellular phagocytosis
AP-1 — aktivacijski protein 1, engl. activator protein 1

APC — antigen prezentirajuca stanica, engl. antigen presenting cell

AR — androgeni receptor, engl. androgen receptor

Asn — asparagin

B — ra¢vaju¢i N-acetilglukozamin (N-glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom)
BAGALT1 — B-1,4-galaktoziltransferaza, engl. 5-1,4-galactosyltransferase 1

CAMP — cikli¢ki adenozin monofosfat, engl. cyclic adenosine monophosphate

CDC — citotoksi¢nost ovisna o komplementu, engl. complement dependent cytotoxicity
CDG - kongenitalni poremecaj glikozilacije, engl. congenital disorders of glycosylation
CMP — citozin monofosfat

DA — dopamin

DAR — dopaminski receptor, engl. dopamine receptor

DBD — domena koja veze DNA, engl. DNA-binding domain

DC-SIGN — medustani¢na adhezijska neintegrin vezujuca molekula 3 specifi¢na za
dendriticke stanice, engl. dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin
DECTIN-1 — dendriticki lektinski receptor 1 tipa C, engl. dendritic cell-associated C-type
lectin 1

DHEA — dihidroepiandrosteron

DHT — dihidrotestosteron

E — estrogen

E2 — 17p-estradiol

EGF — epidermalni faktor rasta, engl. epidermal growth factor

EGFR — receptor epidermalnog faktora rasta, engl. epidermal growth factor receptor
ER — endoplazmatski retikulum, engl. endoplasmic reticulum

ERE — DNA slijed koji reagira na estrogen, engl. estrogen response element

ER-IP — protein Kkoji je povezan s estrogenskim receptorom, engl. estrogen receptor
interacting protein

ER-a — estrogenski receptor alfa, engl. estrogen receptor alpha

ER-pB — estrogenski recptor beta, engl. estrogen receptor beta
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Popis kratica

F — fukozilacija (N-glikani sa srznom fukozom)

Fab — fragment koji veze antigen, engl. Fragment antigen binding

Fc — fragment koji kristalizira, engl. Fragment crystallizable

FcRn — neonatalni Fc receptor, engl. neonatal Fragment crystallizable receptor

FcyR — Fc gamma receptor, engl. Fragment crystallizable gamma receptor

FSH — folikulostimulirajuc¢i hormon, engl. follicle-stimulating hormone

GO — agalaktozilacija (N-glikani bez galaktoze)

G1 — monogalaktozilacija (N-glikani s jednom galaktozom)

G2 — digalaktozilacija (N-glikani s dvije galaktoze)

GA — Golgijev aparat, engl. Golgi apparatus

Gal — galaktoza

GDP — gvanidin difosfat

GIcNAc — N-acetilglukozamin

GnRH — gonadotropin otpustajuc¢i hormon, engl. gonadotropin-releasing hormone

GP — glikanski pik, engl. glycan peak

GPR30 — estrogenski receptor 30 vezan za G-protein, engl. G-protein coupled receptor 30
HILIC-UPLC — teku¢inska kromatografija ultravisoke u¢inkovitosti temeljena na hidrofilnim
interakcijama, engl. hydrophilic interaction ultra-performance liquid chromatography
HILIC-SPE — tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama uz
ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, engl. hydrophilic interaction liquid chromatography — solid phase
extraction

HPO — os hipotalamus-hipofiza-jajnici, engl. hypothalamic-pituitary-ovarian axis

HRE — element hormonskog odgovora, engl. hormone response element

HSD - hidroksisteroid dehidrogenaza

Hsp90 — protein toplinskog stresa 90, engl. heat shock protein 90

IFN-y — interferon gamma, engl. interferone gamma

IGF — faktor rasta slican inzulinu, engl. insulin-like growth factor

IGFR — receptor faktora rasta sli¢an inzulinu, engl. insulin-like growth factor receptor
IgG — imunoglobulin G

ITAM — tirozinska aktivacijska sekvenca imunoreceptora, engl. immunoreceptor tyrosine-
based activation motif

ITIM — tirozinska inhibicijska sekvenca imunoreceptora, engl. immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif

LBD — domena koja veze ligand, engl. ligand-binding domain
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Popis kratica

LDL - lipoproteini niske gustoce, engl. low density lipoprotein

LH — Iuteiniziraju¢i hormon, engl. luteinizing hormone

MAC — kompleks za napad membrane, engl. membrane attack complex

MBL - lektin za vezanje manoze, engl. mannose-binding lectin

MC — menstruacijski ciklus, engl. menstrual cycle

mMER — membranski estrogenski receptor, engl. membrane estrogen receptor

MHC — molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti I, engl. major histocompatibility
complex |

mPR — membranski proteinski receptor, engl. membrane progesterone receptor
NHR — nuklearni (jezgrin) hormonski receptor, engl. nuclear hormone receptor
NK stanice — prirodno ubojite stanice, engl. natural killer cells

P — progesteron

PAMP — molekularni obrazac povezan s patogenom, engl. pathogen-associated molecular
pattern

PR — proteinski receptor, engl. progesterone receptor

PRMC — membranska komponenta progesteronskog receptora, engl. progesterone receptor
membrane component

Pro — prolin

PTM — posttranslacijska modifikacija, engl. post-translational modification

S —sijalinizacija (N-glikani sa sijalinskom kiselinom)

Ser — serin

SHBG — globulin koji veze spolne hormone, engl. sex hormone binding globulin
SP-1 — protein specifi¢nosti 1, engl. specificity protein 1

ST6GALL — B-galaktozamid a-2,6-sijaliltransferaza 1

StAR — steroidogeni akutni regulatorni protein engl. steroid acute regulatory protein
T — testosteron

TAF — domena za aktivaciju transkripcije, engl. transcription activation function
TF — transkripcijski faktor, engl. transcription factor

Th1 — pomagacki T limfociti 1, engl. T helper lymphocites 1

Th2 — pomagacki T limfociti 2, engl. T helper lymphocites 2

Thr —treonin

TNF-o — faktor nekroze tumora alfa, engl. tumor necrosis factor alpha

UDP — uridin difosfat
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9 PRILOZI



Prilozi

Upitnik 1
Dio A: Osnovne informacije

1. Ime:
2. Broj:
3. Datum rodenja:
4. Nacionalnost:
5. Visina (cm): Tezina (kg):
6. Opseg struka (cm): Opseg bokova (cm):
7. Zanimanje

(D Rad u tvrtki, @Studentica, @Farmerica, @Medicinsko osoblje, ®Umirovljenica, ©Ostalo
8. Obrazovanje

(DOsnovna $kola, @)Niza srednja $kola , ®)Visa srednja $kola, @Fakultet i vise
9. Bracni status

(DNeudana, @Udana, ®Razvedena, @Udovica
10.  Pusenje = (DDa @Ne
11.  Pijenje alkohola ~ (MDa @Ne

Dio B: Zdravstveno stanje i menstruacijski ciklus

Povijest poroda
Trudnocéa (koliko puta): Porodi (koliko puta):

Pobacaj (koliko puta):

Zdravi u zadnjih 12 mjeseci? (ODa @Ne
Ako NE:

Bolest/Pobolijevanje: Trajanje:

Datum pocetka: Datum zavrSetka:

Dob prve menstruacije (godine):

Redoviti menstruacijski ciklus (WDa @Ne
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Prosje¢ni menstruacijski ciklus (dani):

Prosje¢ne menstruacije (dani):

Prilozi

Dio C: Naknadne informacije o menstruacijskim ciklusima

1.

Datum vadenja krvi:

Zdravi?

Ako NE:

Bolest/Pobolijevanje:

Datum pocetka:

1. dan menstruacije u proslom mjesecu:
1. dan menstruacije u ovom mjesecu:
Koristenje oralnih kontraceptiva?
Koristenje hormonske terapije?
Koristenje ostalih lijekova?

Ako DA

Kojih?

Datum pocetka:

D Da

D Da
D Da
D Da

@ Ne

Trajanje :

Datum zavrsetka:

@ Ne
2 Ne
2 Ne

Datum zavrsSetka:
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Upitnik 2
Dio A: Osnovne informacije
1. 1D (identifiacijski broj):
2.  Pusenje @ Da @ Ne
3. Pijenje alkohola @D Da @ Ne

Part B: Naknadne informacije

1.

Datum vadenja krvi:

Zdravi?

Ako NE:

Bolest/Pobolijevanje:

Datum pocetka:

1. dan menstruacije u proslom mjesecu:
1. dan menstruacije u ovom mjesecu:
Koristenje oralnih kontraceptiva?
Koristenje hormonske terapije?
Koristenje ostalih lijekova?

Ako DA

Kojih?

Datum pocetka:

Prilozi

ODa @ Ne

Trajanje :

Datum zavrsetka :

ODa @ Ne
ODa @ Ne
ODa @ Ne

Datum zavrsetka:
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ABSTRACT

Glycan age is a recently developed biomarker based on glycans attached to immunoglobulin G (IgG).
In large population cohorts, glycan age associates well with lifestyle and disease-risk biomarkers,
while some studies suggested that glycan changes precede development of several age-associated
diseases. In this study we evaluated effects of estrogen on the glycan age. Gonadal hormones were
suppressed in 36 healthy young women by gonadotropin releasing hormone agonist therapy for 6
months. In 15 of them estradiol was supplemented, while 21 received placebo resulting in very low
estrogen levels during intervention. IgG was isolated from plasma samples before intervention, after
6 months of intervention and after subsequent 4month recovery. Deprivation of gonadal hormones
resulted in median increase of glycan age for 9.1 years (IQR 6.8 — 11.5 years, p = 3.73010%), which
was completely prevented by transdermal estradiol therapy (change in glycan age = -0.23 years, IQR
(-2.20 - 2.98). After the recovery period glycan age returned to baseline values in both groups. These
results suggest that I1gG glycans and consequently also the glycan age are under strong influence of
gonadal hormones and that estradiol therapy can prevent the increase of glycan age that occurs in
the perimenopausal period.

100 AGING


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/

INTRODUCTION

The existence of inter-individual differences in the
pace of biological aging is an intriguing concept
that tries to explain why some people stay healthy
until very late chronological age, while other
people age faster and have a shorter life
expectancy. A number of biomarkers aimed at an
objective estimation of biological age have been
developed in the past several years, one of them
being the glycan age, which is based on analyzing
glycans attached to immunoglobulin G (1gG) [1].
A key feature of a good biomarker of biological
age is that the difference between chronological
and biological age should correlate with known
biomarkers of an unhealthy lifestyle and that
increased biological age should predict future
disease development. Glycans attached to I1gG
change significantly with age [1] and have been
suggested as a promising biomarker of biological
age [2]. Furthermore, since glycosylation affects
interactions between IgG and different Fcy
receptors and other ligands, changes in
glycosylation have direct effects on the function of
the immune system [3], with multiple functional
implications.

The decrease in IgG galactosylation was first
reported over 35 years ago in patients with
rheumatoid arthritis and osteoarthritis [4]. This
was subsequently confirmed in multiple studies,
which also reported that it not only associated
with disease activity and progression, but also
predicted response to therapy and preceded the
development of the disease for up to several years
[5]. Decreased IgG galactosylation was reported
to associate with many other autoimmune
diseases including juvenile onset rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, Crohn’s
disease, ulcerative colitis, Sjogren’s syndrome,
neonatal lupus, coeliac disease and myasthenia
gravis [6]. Most of the studies related to IgG
glycosylation alterations during aging reported
that early adulthood IgG glycosylation is
characterized by the highest abundance of
digalactosylated and the lowest amount of
agalactosylated structures, and with aging a
decrease in galactosylation and an increase in

agalactosylation can be seen [6]. IgG glycans
have been shown to be a reliable biomarker of
aging that explained up to 64% of variation in
chronological age [1, 7]. However, IgG glycans
are not only biomarkers but also functional
effectors that participate in the process of aging.
According to the inflammaging concept, the
agerelated  gradual  decrease in IgG
galactosylation level due to chronic low-grade
sterile inflammation in the elderly exacerbates
inflammation, creating a feedback loop in which
the agalactosylated 1gG species represent both a
biomarker of aging and a contributor to its
pathogenesis [8, 9].

Large population studies [1, 10] and our recent
study of an intervention cohort suggest that
estrogens regulates IgG glycosylation [11], which
may explain why 1gG glycome in premenopausal
females reflects apparent lower biological age.
Unfortunately,  the  published  estrogen
intervention study was based on the analysis of
glycans released from all proteins in the plasma
proteome, thus it was not possible to reliably
differentiate 1gG glycans from glycans released
from other proteins. This prevented the
calculation of glycan age from the available data
since glycan age is based on 1gG glycans. Aiming
to evaluate the effects of ovarian sex hormone
suppression followed by estradiol
supplementation on biological age measured by
the glycan age we reanalysed samples from the
same intervention study using state of the art
glycoprofiling technology [12].

RESULTS

IgG glycosylation was analyzed in 36 healthy
premenopausal women that were treated on an
investigational basis with the gonadotropin-
releasing hormone (GnRH) analogue leuprolide to
lower gonadal steroids to postmenopausal levels
and then randomized to placebo or transdermal
estradiol (Figure 1) [13]. Plasma samples were
collected at baseline (T1), after five months of
hormonal suppression by monthly leuprolide
injections plus either estradiol or placebo patches
(T2), and four months after the end of intervention
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when natural hormonal cycling was restored (T3).
The concentration of hormones at the baseline and
differences from the baseline after intervention
and after recovery timepoint are presented in Table
1.

Suppression of ovarian sex hormones production
resulted in a median increase of glycan age by 9.1
years, which was completely abolished by
estradiol therapy (Figure 2, Table 2). Both the
extent of change in hormone levels (Table 1) and
the extent of change in glycan age varied
significantly, thus we wondered whether the
estradiol baseline levels or the extent of changes in
estradiol levels correlated with the extent of
change in glycan age. The analysis did not reveal
any statistically significant correlation between
these two parameters (Figures 3A and 3B). Then
we checked whether the change in glycan age
correlated with baseline chronological age,
baseline glycan age or the difference between
chronological and glycan ages. Intuitively one
would expect a larger increase in glycan age in
chronologically younger women and indeed we
observes an inverse correlation between the extent
of change induced by suppression of gonadal
hormones and age (r = -0.54, p = 1.1x10%%, Figure
3E). Interestingly, much stronger correlation was
observed for the initial glycan age (r = -0.84, p =
1.57x10°®, Figure 3C) and the difference between
glycan age and the chronological age (r = -0,66, p
=1,07x1073, Figure 3D) suggesting that low glycan
age is strongly dependent on gonadal hormones.

DISCUSSION

One of the key requirements for an aging
biomarker is that it is responsive to interventions
that beneficially affect the biology of aging, but
convincing evidence of this is still missing for any
aging biomarker [14]. In this study, we showed
that the removal of gonadal hormones resulted in a
rapid increase of glycan age, which was
completely prevented by estradiol treatment, a
therapy proven to be of benefit to some
perimenopausal women [15]. Glycan age is a
measure of biological age that is based on the
analysis of 1gG glycosylation [16]. Glycans

attached to 1gG are functionally important because
they regulate inflammation at multiple levels [17,
18] and are considered to be one of the important
drivers of inflammaging [9]. 1gG glycosylation
was reported to correlate with numerous unhealthy
states and conditions including serum levels of
glucose, insulin, hemoglobin Alc, triglycerides,
total cholesterol, low-density lipoprotein, high-
density lipoprotein, fibrinogen, d-dimer, uric acid,
creatinine, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase and C reactive protein, as well as
body mass index and waist circumference, systolic
and diastolic blood pressure, smoking,
hypertension, kidney function, diabetes and
cardiovascular disease risk score [1, 19, 28, 20—
27]. In addition, average heritability of the 1gG
glycome is estimated to be 55% [29, 30], which
means the remaining variability is a result of
environmental factors and different
(patho)physiological variables related to age and
lifestyle. However, the regulation and mechanisms
underlying the age-related changes in IgG
glycosylation remain mostly undiscovered,
primarily due to the lack of research focusing on
this question. Based on the results of many
observational and molecular studies IgG glycans
are proposed to play a role as both a biomarker and
a functional contributor to the aging process, as
well as to some age-related diseases. Here arises
probably the most exciting aspect of the
relationship between aging and IgG glycosylation:
the potential of 1gG glycans to distinguish between
healthy and unhealthy aging, and to monitor the
effect of introduced life-style changes on
biological age.

Large studies of adult human populations
indicated that 1gG glycans without galactose and
sialic acid that are the main component of the
increased glycan age increase with the onset of
menopause [1], while in girls they decrease with
the onset of puberty [10, 31]. This indicated that
estrogens may be relevant, but since many things
change during puberty and menopause, the change
in glycan age could not have been directly
attributed to the change in estrogen concentration.
In our study, suppression of gonadal hormones in
premenopausal women resulted in a considerable

102

AGING



(median 9.1 glycan age years) increase in glycan treatment with estradiol was sufficient to
age that was statistically highly significant. completely prevent the increase in biological age.
Moreover, the change was observed in all study
participants that received placebo treatment, and

Sampling 2 Sampling 3
Phase 1: Phase 2: Phase 3:
Baseline testing over Hormone suppression Recovery of normal
1 menstrual cycle menstrual cycle function
| | | | |
1 month ’ 5 months ' 4 months '
GnRH ,; therapy
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Figure 1. Design of the gonadal hormone suppression intervention study.
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Figure 2. Box-plot of the distribution of changes in glycan age in 36 women undergoing gonadal hormone suppression for 6
months. Statistically significant increase in glycan age was observed in the placebo group (n = 25, red box), while supplementation with
estradiol prevented this change (n = 15, blue box). Whiskers represent minimum and maximum value. Dots represent outliers.
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Table 1. The concentration of hormones at baseline and differences from baseline after the intervention and at
recovery.

Concentration Difference in concentration relative to baseline

At baseline median

Variable Intervention (IQR) Intervention Recovery median
median (IQR) P (IQR)
Placebo Estradiol 54.0 -31.5 -7.5
estradiol (445 - 79.2) (-53.5 t0 -19.8) (-45.2 to 25.5)
pg/mL 57 -15.0 0.001 -1 0989
(46 - 78) (-35.0 to 29.5) (-32t0 30)
Placebo Estradiol 52 -19 -1
estrone (37 -67) (-32to0 -11) (-16 to 13)
pg/mL 55.0 3.0 0.001 0.0 0.989
(39.0 — 68.0) (-10.5 to 20.0) (-10.5 to 23.0)
Placebo Estradiol 5.95 -1.10 0.00
FSH (440-802)6.60  (-3.35t0-0.05)- 40 (-1.15t01.40) -1.85 ) ;-y
miU/mL (4.95 - 9.15) 5.10 ' (-3.03 t0 0.45) '
(-7.25 to -3.05)
Placebo Estradiol 4.60 -4.00 -0.700
LH (3.55-5.10) 4.90 (-4.88 to -2.88) - (-1.450 to 0.725)
miU/mL (3.00 - 6.55) 4.70 0.768 0.70 0.815
Placebo Estradiol 0.4 -0.1 0.0
progesterone (0.3-0.7) 0.4 (-04100.0)-0.1 (989 (-0.2100.2) 0.1 0.760
ng/mL (0.3-0.6) (-0.2 t0 0.0) (-0.2 t0 0.6)
Placebo Estradiol 52 -8 2
SHBG (30 - 63) (-16 to -2) (-6 to 5)
nmol/L 35.0 -2.0 0.094 -1.0 0.760
(29.5 - 54.0) (-6.5 t0 8.5) (-5.0 to 1.5)
Placebo Estradiol 28.0 -4.0 0.0
testosterone (17.0-32.2) 29.0 (-10.8 t0 0.0) (-2.0t06.9) 0.0
ng/dL (23.5 - 35.5) 40 0.760 (-3.0t0 7.0) 0.760
(-8.5t0 1.0)

p values describe statistical significance of difference between estradiol and placebo group after intervention (pi) and recovery
(pr). p values smaller than 0.05 in bold.

IQR — limits of the interquartile range (1t quartile - 3" quartile). FSH - Follicle-stimulating hormone;

LH - Luteinizing hormone; SHBG - sex hormone-binding globulin.

Table 2. Chronological age (years) at the baseline, and differences in glycan age relative to the baseline after the
intervention and after recovery timepoint.

Age (years) At Difference in GLYCAN AGE_(years) Relative to baseline. Sampling after:
Intervention zast_\!')ne Median Intervention Median (IQR) Pi Recovery Median (IQR)  Pr

PLACEBO (N = 21)
ESTRADIOL (N = 15)

39.0(33.0 — 41.0)
38.0(29.5 — 43.5)

9.10(6.83 - 11.52) 2.31(1.19 - 4.34)

3.73010-8 0.318

-0.23(-2.20 - 2.98) 1.31(-0.81 - 2.88)

p values describe statistical significance of difference between estradiol and placebo group after intervention (pi) and recovery
(Pr).
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The extent of changes in both hormone levels (Table 1) and glycan age (Figure 2) varied
considerably between individual participants. Aiming to determine what contributed to the
extent of change within each individual, we evaluated the associations of changes in glycan
age levels with basal hormone levels, changes in hormone levels, basal glycan age level and
the difference between glycan age and chronological age. We did not find a significant
correlation between the change in glycan age and the baseline serum estradiol concentration
or the change in serum estradiol concentration after the intervention, indicating importance of
some other unknown potential confounders or mediators. However, both basal glycan age and
the difference between chronological and glycan age were strongly inversely correlated with
the change in glycan age. This suggests that, despite being evidently important, estradiol is
only one of the factors that define the glycan age of an individual.

Despite extensive research, progress in the development of biomarkers that could reliably
quantify inter-individual differences in aging is still limited [32]. One of the important
elements that is still missing is the ability to change the biomarker with lifestyle changes or
pharmacological interventions. Recently a modest improvement in epigenetic age was reported
in a small group of individuals undertaking quite radical pharmacological intervention [33]
and glycan age was shown to slightly improve by exercise [34]. However, all these changes
were modest compared to the effects of the suppression of gonadal hormones, which more
than doubled glycan age in some of the participants. Treatment with estradiol was sufficient
to completely abolish this effect. It is intriguing to speculate that hormone treatment could also
prevent the increase of glycan age that occurs around menopause, but this still needs to be
investigated. Furthermore, since IgG glycosylation is a functionally relevant modification that
regulates the immune system, this discovery opens the option to look for downstream pathways
that may be a more specific target for therapy than broadly acting estrogens.

MATERIALS AND METHODS

Institutional approval

This study was conducted at the University of Colorado Anschutz Medical Campus (CU-
AMC). Procedures followed were in accordance with the ethical standards of and approved by
the Colorado Multiple Institutional Review Board (COMIRB) and the Scientific Advisory and
Review Committee at the University of Colorado Anschutz Medical Campus (CU-AMC). The
study was registered on Clinical Trials.gov (NCT00687739) on May 28, 2008.

Participants and screening procedures

Participants were healthy eumenorrheic premenopausal women (n = 36). In accordance with
the Declaration of Helsinki, volunteers provided written informed consent to participate, with
the knowledge that the risks of the study included menopause-like effects (e.g., weight gain,
bone loss, menopausal symptoms). Main inclusion criteria were age (25 to 49 y) and normal
menstrual cycle function (no missed cycles in previous year, cycle length 28+5 d and
confirmation of ovulatory status (ClearPlan Easy, Unipath Diagnostics, Waltham, MA).
Exclusion criteria were pregnancy or lactation, use of hormonal contraception, oral
glucocorticoids, or diabetes medications, smoking, or body mass index (BMI)>39 kg/m?.
Volunteers underwent screening procedures, as described previously [13].
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Experimental design and study procedures

The parent trial was a randomized, double-blinded, placebo-controlled trial to determine the
effects of estradiol (E2) deficiency on body composition and energy expenditure, bone mineral
density, components of energy expenditure and physical activity in premenopausal women [13,
35]. In short, all participants underwent suppression of ovarian sex hormones with gonadotropin
releasing hormone agonist therapy (GnRHag, leuprolide acetate 3.75 mg, Lupron; TAP
Pharmaceutical Products, Inc; Lake Forest, IL) in the form of monthly intramuscular injections.
A single injection of leuprolide acetate produces an initial stimulation (for 1 to 3 wk) followed
by a prolonged suppression of pituitary gonadotropins FSH and LH, while repeated monthly
dosing suppresses ovarian hormone secretion [36]. The absence of pregnancy was confirmed
by a urine pregnancy test before each dosing. After screening procedures were completed,
eligible volunteers underwent baseline testing during the early folicular phase (days 2 to 6 after
onset of menses) of the menstrual cycle. At the beginning of the next menstrual cycle
participants began with 5-month GnRHag therapy to chronically suppress ovarian function.
Participants were randomized to receive either transdermal E2 0.075 mg/d (Bayer HealthCare
Pharmaceuticals, Berkeley, CA) or placebo patches (GnRHac+E2, n=15; GnRHac+PL, n=21).
In order to reduce the risk of endometrial hyperplasia, but in the same time minimizing the
exposure to progesterone, women randomized to E2 received medroxyprogesterone acetate
(5mag/d, as a pill) for 12 days every other month (end of month 2 and 4, and after completion of
followup testing). During these monthly visits, participants were under supervision of the
research nurse practitioner. Participants were asked to report changes in use of medications or
health (e.g., doctor visits, hospitalizations), as well as any study-related problems/ concerns
over the past 4 weeks. The E> regimen was expected to maintain serum E2 concentrations in
the mid-to-late follicular phase range (100 to 150 pg/mL).

Sample collection

Blood samples for sex hormones and glycans were collected in three timepoints: during baseline
testing (T1), during week 20 of the hormonal intervention (T2), and at the spontaneous recovery
of the normal menstrual cycle function (T3). A single sample (~5 mL) was obtained in the
morning (~8 AM), after an overnight fast (at least 10 hours). Baseline samples were obtained
immediately before the first GnRHag injection. Serum was separated from each collected
sample upon blood withdrawal and stored at -80°C until analysis.

Sex hormones

Collected sera were analyzed for numerous sex hormones. Estrone (E1), estradiol (E2) and
progesterone (P) were determined by radioimmunoassay (RIA, Diagnostic Systems Lab,
Webster, TX). Total testosterone (T) was analyzed by chemiluminescence immunoassay
(Beckman Coulter, Inc. Fullerton, CA) and sex hormone-binding globulin (SHBG) by
immunoradiometric assay (Diagnostic Systems Laboratory).

N-glycosylation of immunoglobulin G

The whole procedure was performed according to already published protocol [29]. In short, 1IgG
was isolated from sera samples by affinity chromatography using 96-well Protein G plate (BIA
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Separations, Slovenia). The isolated 1gG was denaturated with the addition of SDS (Invitrogen,
USA) and incubation at 65°C. The excess of SDS was neutralized by the addition of Igepal-
CAB30 (Sigma-Aldrich, USA) and N-glycans were released with the addition of PNGase F
(Promega, USA) in PBS buffer followed by overnight incubation at 37°C. The released glycans
were fluorescently labelled with 2-AB (Merck, Germany). Free label and reducing agent were
removed from the samples by using hydrophilic interaction liquid chromatography solid phase
extraction (HILIC-SPE). 1gG N-glycans were eluted with ultrapure water and stored at -20°C
until use. Fluorescently labelled Nglycans were separated using HILIC on an Acquity UPLC H
Class Instrument (Waters, USA) that consists of sample manager, quaternary solvent manager
and fluorescence (FLR) detector. The instrument was under the control of Empower 3 software,
build 3471 (Waters, USA). Labelled N-glycans were separated on an amide ACQUITY
UPLC® Glycan BEH chromatography column (Waters, USA), 100 x 2.1 mm i.d., 1.7 um BEH
particles, with 100 mM ammonium formate, pH 4.4, as solvent A and 100% ACN as solvent B.
Samples were kept at 10°C before injection, and separation was performed at 60°C. The
separation method used a linear gradient of 25-38% solvent A at a flow rate of 0.40 mL/min in
a 27 min analytical run. Fluorescently labelled N-glycans were detected by FLR detector with
excitation and emission wavelengths set at 250 and 428 nm. Data processing included an
automatic integration algorithm that was manually corrected to maintain the same intervals of
integration for all the samples. IgG Nglycan samples were all separated into 24
chromatographic peaks. The relative amount of glycans in each chromatographic peak was
expressed as the percentage of the total integrated area (% Area).

Statistical analysis

Area under chromatogram peaks was normalized to the total chromatogram area, then each
glycan peak was logit transformed and batch corrected using ComBat method (R package ‘sva’)
[37]. Data were back transformed, and derived glycan traits were calculated as a sum or ratio
of selected directly measured glycan peaks based on particular glycosylation features (i.e.
sialylation or fucosylation). GlycanAge was calculated according to Kristi¢ et al. [1]: age model
coefficients were trained using 1116 females (18 — 98 years old) from The Croatian National
Biobank “10 001 Dalmatians” [38]. IgG N-glycome from the biobank was measured in the
same laboratory and prepared in the same way as estrogen-study data. GlycanAge expressed in
years was calculated using the following formula:

Glycan age = 56.08 + 776.01 GP6 - 5376.83 (GP6)? - 215.10 x GP14 - 30.70 x GP15

where GP<n> is n-th peak in chromatogram expressed as proportion of total chromatogram
area.

Strength of the associations were estimated using Pearson’s correlation coefficient. All
statistical analyses were performed in R programming software (version 3.6.3) [39].
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