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Dijabetes mladih koji se javlja u odrasloj dobi (MODY, engl. maturity onset diabetes of the
young) monogenski je tip dijabetesa, naj¢es¢e uzrokovan mutacijama u genu HNFIA. Vrlo se
¢esto pogresno dijagnosticira kao dijabetes tipa 1 ili 2, medutim, pravilna dijagnoza od izrazite
je vaznosti, budu¢i da je kod ovih pacijenata moguée dugo odrzavati normoglikemiju oralnom
primjenom derivata sulfonilureje. Definitivna dijagnoza bolesti postavlja se sekvenciranjem
gena HNF'14, ali i tada postoji problem odredivanja patogenosti pronadenih varijanti. Kako se
protein HNF1la pokazao klju¢nim regulatorom fukozilacije proteina, plazmatski je N-glikom
znacajno promijenjen kod oboljelih od HNF1A-MODY-a. Dobiveni rezultati pokazuju da
mnogi glikanski parametri mogu uspjesSno raspoznati pacijente s rijetkim varijantama gena
HNFIA, od pacijenata bez HNFIA varijanti. Glikani pokazuju vrijednost i u odredivanju
utjecaja pronadenih rijetkih HNFIA varijanti na funkciju, to¢nije, mogu se upotrijebiti kao
biljeg patogenih varijanti. Zaklju¢no, uklju¢ivanjem glikanskog biljega u dijagnosticki protokol
za HNF1A-MODY znacajno bi se povecala dijagnosti¢ka osjetljivost.
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caused by HNF 1A mutations. It is frequently misdiagnosed as type 1 or type 2 diabetes, but
correct diagnosis of MODY patients is of utmost importance, since their hyperglycemia is
usually very sensitive to oral treatment with sulphonylurea agents. HNF1A-MODY is
definitively diagnosed by gene sequencing, but even then, a confirmation that HNF'1A variants
are pathogenic remains an issue. Since HNFla showed to be a master regulator of protein
fucosylation, plasma N-glycome is significantly altered in HNF1A-MODY patients. Results
presented in this thesis show that many glycan traits can successfully discriminate patients with
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Glikozilacija proteina je ubikvitarna posttranslacijska modifikacija, prisutna u svim domenama
zivota. Karakterizirani zna¢ajnom kompleksnos¢u u animalnim sustavima, glikani su nositelji
kljucnih bioloskih i fizioloskih uloga, od sudjelovanja u pravilnom smatanju proteina i kontroli
kvalitete, do ukljucenosti u veliki broj procesa bioloskog raspoznavanja.! Kako vezanje
razli¢itih glikanskih struktura na proteine ima znacajan utjecaj na njihovu fiziolosku funkciju,
tako su i mnogi patoloski procesi povezani s razli¢itim tipovima glikanskih promjena.?
Poremecaji regulacije glikozilacije povezani su, dakle, sa Sirokim spektrom bolesti, ukljuc¢ujuci
rak®, dijabetes?, kardiovaskularne®, kongenitalne®, imunoloske’ i infektivne® poremeéaje.

Glikozilacija je visokoregulirani, sloZeni proces u kojem sudjeluje mnostvo gena i njihovih
produkata, ukljucujuéi stotine glikoziltransferaza 1 glikozidaza, a procjenjuje se da je u
glikozilaciju proteina ukljueno barem 5-10 % humanog genoma, S$to sam proces Cini
najkompleksnijim biosintetskim putem stanice.’ Geni odreduju strukturu proteina koji sudjeluju
u procesima sinteze glikana, medutim, polimorfizmi ukljucenih gena, regulacija genske
ekspresije, posttranslacijske modifikacije 1 aktivnost odgovarajuc¢ih proteina djeluju zajednicki
kako bi oblikovali konac¢nu strukturu glikana. Dodatno, mehanizmi poput izmijenjene
unutarstani¢ne lokalizacije 1 varijabilne dostupnosti monosaharidnih donora takoder utjecu na
konaénu strukturu glikana.'® Smatra se da ¢e cjelogenomske studije povezanosti (GWAS, engl.
genome-wide association study) pomo¢i u razjasnjavanju i mapiranju regulacijske mreze gena
koji sudjeluju u glikozilaciji proteina.

Primjerice, nedavno se kombiniranjem pristupa cjelogenomskih studija povezanosti i
visokoproto¢ne analize N-glikozilacije ukupnih proteina plazme pokazalo da odredene varijante
gena HNF1A (engl. hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A), ¢ija bioloska povezanost s
glikozilacijom nije bila ranije poznata, snazno utjecu na razine N-glikana u plazmi.'! Gen
HNF'IA kodira protein HNF1a, s aktivnoS¢u transkripcijskog faktora i klju¢nom ulogom u
autoregulacijskoj transkripcijskoj mrezi tijekom embrionalnog razvoja gusterace, kao i u zreloj
gusteraci.!>!3 HNF1a graden je od 631 aminokiseline. Osim u gustera¢i pokazuje aktivnost i u
jetri, crijevnom epitelu 1 bubrezima. U zrelim Langerhansonovim otoc¢i¢ima HNF1a regulira
ekspresiju velikog broja gena [B-stanica, poput gena za inzulin, glukozni transporter Glut2 i

piruvat-kinazu, te je esencijalan za odrzavanje funkcije zrele gusterade.!*> Spomenuta studija'!
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§ 1. Uvod 2

takoder je pokazala da genski produkt HNF1a regulira ekspresiju klju¢nih gena ukljucenih u
biosintezu fukoze 1 fukoziltransferaznu aktivnost, ¢ime se HNFla pokazao kljuénim

transkripcijskim regulatorom procesa fukozilacije proteina.

vvvvv

mladih koji se javlja u odrasloj dobi (MODY, engl. maturity onset diabetes of the young).'*!>

MODY je monogenski tip dijabetesa, karakteriziran autosomno-dominantnim nasljedivanjem,
ranim nastupom bolesti (Cesto prije 25. godine Zivota) te progresivnim propadanjem funkcije
[B-stanica gusterace, Sto je posljedica nemogucnosti prikladnog povecanja inzulinske sekrecije
u odgovoru na hiperglikemiju.'®

HNF1A-MODY se vrlo ¢esto pogresno dijagnosticira kao dijabetes tipa 1 ili 2. Medutim,
ispravna dijagnoza od velike je vaznosti, budu¢i da se normoglikemija kod znacajnog broja
takvih pacijenata moZe posti¢i primjenom oralnih antidijabetika iz skupine sulfonilureja'”'8,
Sto za odredene pacijente omogucava prekid (dugogodiSnje) terapije inzulinom. Nadalje,
buduéi da se radi o monogenskom tipu dijabetesa s dominantnim na¢inom nasljedivanja, tocna
dijagnoza omogucava pravilnu i pravovremenu terapijsku intervenciju kod ostalih zahvacenih
Clanova obitelji. Dijagnoza bolesti se postavlja molekularnom dijagnostikom, odnosno
sekvenciranjem gena HNFIA, medutim, takav pristup je trenutno preskup za Siroku i
neselektivnu primjenu.

S ciljem poboljsanja dijagnostike monogenskog dijabetesa, ispitano je viSe razliCitih
serumskih i plazmatskih biljega. Potencijalno najboljim se pokazao visoko osjetljivi C-reaktivni
protein (hsCRP, engl. high-sensitivity C-reactive protein).'>** Ekspresija CRP-a takoder je
regulirana transkripcijskim faktorom HNF1a, Sto kod pacijenata s haploinsuficijencijom gena
HNF14 dovodi do snizavanja njegove serumske koncentracije, Sto nije slucaj kod ostalih tipova
dijabetesa. hsCRP se pokazao uspjeSnim u razlikovanju HNF1A-MODY-a i dijabetesa tipa 2,
vjerojatno iz razloga Sto pretilost 1 inzulinska rezistencija kod tipa 2 dovode do kroni¢nog
poviSenja njegove razine. Medutim, glavni nedostatak hsCRP-a kao biljega jest nedovoljna mo¢
razlikovanja HNFIA-MODY-a i dijabetesa tipa 1, kao i Cinjenica da se razina hsCRP-a
prolazno poveca kod upalnog odgovora.

Buduéi da se HNF1la pokazao kljuénim regulatorom fukozilacije proteina plazme'!, daljnje
studije pokazale su da mutacije gena HNF'1A koje rezultiraju gubitkom funkcije, a samim time
su i kauzalne za MODY, dovode do promijenjene fukozilacije proteina plazme.*'*> Naime,

razina antenarne fukoze kod pacijenata s HNF1A-MODY dijabetesom statisticki je znacajno
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§ 1. Uvod 3

niza u usporedbi s ostalim tipovima dijabetesa i zdravim kontrolama. Spomenuta studija®' je
rezultirala izraCunom deriviranog glikanskog (fukozilacijskog) indeksa, koji predstavlja omjer
fukoziliranih 1 nefukoziliranih triantenarnih glikana, pokazujuéi osjetljivost 1 specifi¢nost od
priblizno 90 % u razlikovanju HNF1A-MODY od ostalih tipova dijabetesa, te time predstavlja
potencijalno uspjesan biljeg HNF1A-MODY dijabetesa.

Medutim, kako bi se procijenio potencijal glikanskog indeksa kao biljega za HNF1A-MODY,
potrebno je ispitati njegovu uspjeSnost u stvarnim klini¢kim uvjetima, medu neprobranom
skupinom pacijenata s nastupom dijabetesa u mladoj odrasloj dobi, Sto predstavlja situaciju s

kojom se dijabetolozi svakodnevno susrecu.

1.1. Svrhai cilj rada

Istrazivanje provedeno u okviru ovog doktorskog rada usmjereno je na pronalazak i procjenu
klini¢ke vrijednosti novog biljega za monogenski tip dijabetesa uzrokovan mutacijama u genu
HNFIA (HNF1A-MODY). Kako uspostavljanje to¢ne dijagnoze ima izravan utjecaj na
terapijski tretman oboljelih te omogucuje pravovremeno otkrivanje bolesti i kod ostalih
zahvacenih ¢lanova obitelji, razvoj takvog biljega od izuzetne je vaznosti. Trenutno se
definitivna dijagnoza bolesti postavlja sekvenciranjem gena HNFIA, no i tada postoji problem
procjene patogenosti pronadenih mutacija. Kako se antenarna fukozilacija plazmatskih
proteina, odnosno derivirani fukozilacijski indeks pokazao obe¢avaju¢im alatom u razlikovanju
HNF1A-MODY-a od ostalih oblika dijabetesa, ovim istrazivanjem pokusSat ¢e se procijeniti
njegova klini¢ka vrijednost. Naime, prethodna studija’! provedena je koristenjem dobro
definiranih skupina pacijenata s HNF1A-MODY-em te dijabetesom tipa 1 1 2, kojima je
dijagnoza postavljena na temelju klini¢kih, biokemijskih i molekularnih ispitivanja. Medutim,
ovaj doktorski rad ispituje dijagnosticku vrijednost glikanskog testa u stvarnim klinickim
uvjetima, medu neprobranom skupinom pacijenata s nastupom dijabetesa u mladoj odrasloj
dobi. Budu¢i da je fukozilacija podlozna promjenama uzrokovanim patogenim varijantama
gena HNF'1A4, oCekuje se da ¢e razina fukoziliranih glikana ukupnih proteina plazme biti snizena
kod pacijenata s HNFIA-MODY dijabetesom te imati vrijednost u procjeni patogenosti
novootkrivenih HNFIA varijanti.
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Krajnji je cilj ovog istrazivanja razvoj racionalnog dijagnosti¢kog protokola, koji ¢e
ukljucivati glikanski biljeg, a u svrhu probira ispitanika za geneticko testiranje te postavljanje
konacne dijagnoze. Navedeni dijagnosti¢ki protokol moci ¢e se ukljuciti u postojece klinicke
smjernice u zemljama s rutinskom molekularnom dijagnostikom monogenskog dijabetesa.
Naprotiv, u zemljama u kojima molekularna dijagnostika MODY dijabetesa jo§ uvijek nije
dostupna, poput Hrvatske, ovo ¢e istrazivanje podignuti svjesnost o postojanju i vaznosti
ispravnog dijagnosticiranja HNF1A-MODY dijabetesa te predloziti protokol za njegovu

rutinsku dijagnostiku.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Opcenito o glikozilaciji proteina
Glikozilacija je najCeS¢a, najvaznija i najkompleksnija kotranslacijska i posttranslacijska
modifikacija proteina. Prema Swiss-Prot bazi podataka, vise od 50 % eukariotskih proteina,
kao i tre¢ina odobrenih biofarmaceutika,”* upotpunjeno je kovalentno vezanim sloZenim
ugljikohidratima. Tipi¢an glikan je kompleksna molekula koja sadrzi deset do 15
monosaharidnih jedinica povezanih na sloZeni nac¢in. Na prosjecan je glikoprotein vezano dva
do pet glikana, §to rezultira neizmjerno kompleksnim glikoproteomom, za koji se procjenjuje
da je za nekoliko redova veli¢ine kompleksniji od samog proteoma.?

Oligosaharidne strukture se na protein mogu vezati na razli¢ite nacine (slika 1), stoga se
definiraju sljedece vrste glikozilacije:

v' N-glikozilacija — N-acetilglukozamin na reduciraju¢em kraju oligosaharidnog lanca
povezan je preko ugljika na polozaju C-1 s aminokiselinom asparaginom unutar slijeda
Asn-X-Ser/Thr proteina (pri ¢emu je X bilo koja aminokiselina, osim prolina)?

v’ O-glikozilacija — glikozidna veza nastaje izmedu C-1 polozaja reducirajueg kraja
oligosaharida i hidroksiaminokiseline, poput serina, treonina, hidroksiprolina ili
hidroksilizina (na reduciraju¢em kraju je &esto N-acetilgalaktozamin)?®

v’ (C-glikozilacija — naziva se jo§ i C-manozilacija, a ukljucuje kovalentno vezanje a-
manopiranoze putem C-C veze na ugljik u polozaju C-2 indolnog prstena prvog
triptofana unutar aminokiselinskog slijeda Trp-X-X-Trp (gdje je X bilo koja
aminokiselina)?’

v’ P-glikozilacija — naziva se jo§ i fosfoglikozilacijom, a karakterizirana je vezanjem
oligosaharida fosfodiesterskom vezom na aminokiselinu serin

Do glikozilacije proteina obi¢no dolazi u sekrecijskom putu stanice (hrapavi endoplazmatski
retikulum — Golgijev aparat — sekrecijske vezikule — izlazak iz stanice). Sekrecijski put nije
ogranicen samo na proteine namijenjene izlu¢ivanju iz stanice, ve¢ dijelove toga puta koriste 1
proteini namijenjeni drugim stani¢nim odjeljcima, koji putuju kroz pocetne dijelove
sekrecijskog puta, ali su tu zadrzani.?’ Glikoproteini se uglavnom izlucuju ili su smjesteni na

stani¢noj povrsini, premda su mnogi jezgreni 1 citosolni proteini takoder glikozilirani.
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Budu¢i da je N-glikozilacija proteina ljudske plazme podrucje interesa provedenog

istrazivanja, u daljnjem tekstu bit ¢e rijeci samo o toj modifikaciji.
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Hﬁo N M o 0
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GeNaAc  H o O. _H Ser
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H o
Trp O-vezani Seéer
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H.C
HO—  OH.
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HO - PN S
Man| HO 0 0
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C-vezani Sefer P-vezani Secer

Slika 1 Strukturni prikaz moguéih nacina vezanja Secernih struktura na proteinsku okosnicu

2.2. N-glikozilacija proteina

2.2.1. Biosinteza N-glikana i kontrola kvalitete smatanja proteina

U eukariota N-glikozilacija zapocCinje u endoplazmatskom retikulumu (ER), dok translacija
proteina jo$ uvijek traje. N-glikani se sintetiziraju iz oligosaharidnih preteca vezanih na lipidni
nosac i taj je proces kljuan za normalan razvoj stanice.?®*° Pogetni korak u njihovoj biosintezi
ukljucuje uzastopno dodavanje Seéernih jedinica na endoplazmatski lipid dolikol.>* Dolikol je
poliizoprenoidni lipid koji sadrzi dvadesetak izoprenoidnih jedinica, a sintetizira se uzastopnim
dodavanjem izopentenil-difosfatnih podjedinica na farnezil-difosfat. Kako bi monosaharidi
mogli posluziti kao prekursori u sintezi glikana, moraju biti aktivirani. Najvazniji nukleotidni

Seceri za sintezu oligosaharidnih preteca su UDP-glukoza i GDP-manoza, dok se svi drugi
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nukleotidni $eceri, koristeni u procesu biosinteze glikana, dobivaju njihovom pretvorbom.?! Uz
nukleotidne Seere, za sintezu pretea, koriste se 1 dolikol-monosaharidi. Sve
glikoziltransferaze lumena endoplazmatskog retikuluma, izuzev jedne, koriste dolikol-
monosaharide kao donore $ecera.>

Biosintetski put N-glikana zapocinje vezanjem dva N-acetilglukozaminska (GlcNAc) i pet
manoznih (Man) ostataka na dolikol na citoplazmatskoj strani membrane ER-a. Dobiveni
sedmeroclani prekursor se prebacuje, odnosno smjesta s luminalne strane ER-a pomocu enzima
ATP-neovisne flipaze, gdje se vezu dodatna Cetiri manozna 1 tri glukozna (Glc) ostatka. Time
se dobiva GlcsManyGIcNAc2-PP-Dol (slike 2 i 3), zajednicki prekursor svih N-vezanih
glikana 263

Po zavrsetku sinteze zajednickog prekursora, enzim oligosaharil-transferaza (OST) prenosi
nastali oligosaharid s lipidnog nosaca na intaktnu jedinicu akceptorskog asparagina unutar
slijeda Asn-X-Ser/Thr. Potrebno je naglasiti da iako je prisutnost Asn-X-Ser/Thr slijeda nuzna
za N-glikozilaciju, prijenos N-glikana na ovaj slijed ne¢e se uvijek dogoditi, zbog
konformacijskih ili drugih ograni¢enja tijekom smatanja proteina.?¢

Nakon vezanja prekursornog glikana GlcsMangGIcNAc: na proteinsku okosnicu, novonastali

glikoprotein ulazi u kalneksin-kalretikulinski (CNX-CRT) ciklus (slika 4).26-30-33

{
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Slika 2 Struktura prekursora svih N-vezanih glikana — GlcsManyGIcNAc,-PP-Dol*
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Slika 3 Sinteza i prijenos oligosaharidnog prekursora u ER-u. A) Sinteza prekursora zapo¢inje vezanjem
dva N-acetilglukozaminska i1 pet manoznih ostataka na dolikol na citoplazmatskoj strani ER-a. U ovim
se reakcijama kao donori koriste nukleotidni Seceri. B) Oligosaharidni prekursor se tada prebacuje preko
membrane endoplazmatskog retikuluma enzimom ATP-neovisnom flipazom, te se na njega s luminalne
strane dalje veZzu Cetiri manozna i tri glukozna ostatka. C) Ove reakcije koriste dolikol-monosaharide
kao donore Secera. D) Potpuni Cetrnaesteroclani oligosaharidni prekursor se tada prenosi na akceptorske
proteine enzimom oligosaharil-transferazom. Preuzeto i prilagodeno iz Pattison i Amtmann, 2008.33
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Prvi koraci CNX-CRT ciklusa ukljuc¢uju uklanjanje dva terminalna glukozna ostatka, koje
kataliziraju enzimi a-glukozidaza I i II. Dobivena struktura GlcManoGlcNAc: djeluje kao
ligand za membranske ili solubilne lektinske Saperone, kalneksin i kalretikulin. Lektinski su
Saperoni vezani na ERp57 (protein disulfid-izomeraza A3 (PDIA3)), te Stite novonastale
glikoproteine od hidrofobne agregacije i nezeljenog stvaranja disulfidnih veza tijekom njihovog
smatanja. Iterativni ciklusi uklanjanja posljednje glukoze enzimom glukozidazom II te njenog
ponovnog vezanja enzimom UDP-Glc:glikoprotein-glukoziltransferazom (UGGTT1), §to iznova
omogucava vezanje lektinskih Saperona, potpomaze ucinkovito smatanje novosintetiziranih
glikoproteina u lumenu ER-a. Enzim glukozidaza II se sastoji od a-(kataliticke) i B-(lektinske)
podjedinice koja omogucava interakciju sa supstratom. Medutim, ni podjedinice glukozidaze,
kao ni lektini kalneksin i1 kalretikulin, ne prepoznaju polipeptidnu okosnicu intermedijera u
procesu smatanja. Nadalje, UGGT1 specificno prepoznaje glikanske strukture u blizini
nepravilno ili nepotpuno smotanih polipeptidnih struktura, te djeluje kao senzor smatanja, koji
dovodi do ponovnog ulaska u kalneksin-kalretikulinski ciklus, ukoliko je protein pogresno
smotan.*? Kada protein kona¢no poprimi ispravnu konformaciju, enzim glukozidaza II uklanja
terminalni glukozni ostatak s N-glikana, a lektini kalneksin i kalretikulin viSe nisu vezani za
novonastali glikoprotein, te se on sada moze transportirati u Golgijev aparat (GA) na daljnju

doradu.

2.2.2. Uklanjanje pogresno smotanih proteina iz endoplazmatskog retikuluma

Osim §to su odgovorne za regrutiranje Saperona prilikom smatanja proteina, glikanske strukture
takoder definiraju i1 vrijeme zadrzavanja novonastalog glikoproteina u endoplazmatskom
retikulumu. Glikoproteini sa sporom kinetikom smatanja, uzrokovanom mutacijama ili
nepotpunim sklapanjem oligomernih podjedinica, postaju mete degradacije koja je posredovana
manozidazama.’* Naime, endoplazmatske manozidaze uklanjaju manozne ostatke s luminalnih
ili membranskih glikoproteina, ¢ime smanjuju afinitet kalneksina i kalretikulina. U daljnjim
nizvodnim procesima dolazi do premjestanja terminalno pogreSno smotanih proteina u citosol
te usmjeravanja njihove razgradnje putem proteasoma.** Opisani se proces naziva ER-povezana

degradacija proteina (ERAD, engl. ER-associated degradation) (slika 4.D).
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Slika 4 N-glikozilacija proteina i kontrola kvalitete smatanja proteina. A) Tijekom biosinteze
glikoproteina, translaciju nascentnog polipeptidnog lanca slijedi njegova translokacija kroz poru SEC61
i istovremeni prijenos glikana s lipidnog nosaca na peptidnu akceptorsku sekvencu enzimom
oligosaharil-transferazom (OST). B) Skrac¢ivanje glikana uklanjanjem terminalnih glukoznih ostataka
dogada se odmah nakon njihovog prijenosa, pomoc¢u a-glukozidaze 1 (GIsl) i a-glukozidaze II a-f
heterodimera (GlIsllo/B). Intermedijeri u smatanju proteina koji sadrze strukturu GlciMangGlcNAc,
postaju ligandi lektinskih Saperona kalneksina i kalretikulina, koji djeluju u kompleksu s disulfid-
izomerazom ERp57. Disocijaciju glikoproteina i lektina slijedi daljnje uklanjanje glukoze s N-vezanog
glikana. Ispravno smotani glikoproteini transportiraju se u Golgi na daljnje procesiranje. C) Nepotpuno
smotane glikoproteine prepoznaje UDP-Glc:glikoprotein-glikoziltransferaza (UGGT1), koja ih
ponovno glukozilira, $to omoguéava njihov ponovni ulazak u kalneksin-kalretikulinski ciklus. D)
Terminalno pogresno smotani glikoproteini podlijezu degradaciji u ER-u putem uklanjanja manoznih
ostataka enzimom ER a-manozidazom I (ERManl). Glikoproteini sa smanjenim brojem manoznih
ostataka premjestaju se u citosol putem kompleksa derlina 1 (DER1), potom ih deglikozilira citosolna
peptid-N-glikozidaza (PNGaza), nakon ¢ega slijedi razgradnja u proteasomu. Preuzeto i prilagodeno iz
Moremen i sur., 2012.3¢

Tamara Pavié Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 1

2.2.3. Dorada N-glikana u Golgijevom aparatu

Dok je biosinteza N-glikana u endoplazmatskom retikulumu eukariota dobro o¢uvan proces,
procesiranje N-glikana u Golgijevom aparatu je specificno i rezultira razliCitim strukturama
oligosaharida vezanih za glikoproteine razli¢itih vrsta.*>
Nakon napustanja endoplazmatskog retikuluma, glikoproteini prolaze kroz Golgi, a njihovi
glikani postaju predmet daljnjeg procesiranja. Opc¢enito, samo nekoliko tipova oligomanoznih
glikana bude ispoljeno na povrsini u potpunosti diferenciranih stanica®¢, dok su gotovo svi ostali
glikani podlozni modifikacijama (uklanjanje 1 dodavanje Se¢ernih ostataka) kako glikoprotein
putuje kroz Golgi. Lokalizacijske studije pokazuju da su enzimi koji procesiraju glikane
smjesteni kroz Golgijev aparat u cis-trans smjeru, u skladu s uzastopnim koracima sazrijevanja
glikana prilikom vertikalnog kretanja glikoproteina kroz organel (slika 5).37-*8

Dakle, N-glikane oligomanoznog tipa najprije modificira enzim a-manozidaza I (Manl), koja
uklanja jedan do &etiri a-1,2-manozna ostatka pretvarajué¢i MangGleNAc, u MansGIlcNAc».?
Tada zapocinje biosinteza kompleksnih N-glikana dodatkom prvog N-acetilglukozaminskog
ostatka o-1,3-manoznoj grani MansGlcNAc>. Ovaj korak kataliziran je enzimom N-
acetilglukozaminil-transferazom I (GIcNAcT-I), pri ¢emu nastaje GIcNAcMansGIcNAc:.
Nadalje, dva dodatna manozna ostatka se uklanjaju s GlcNAcMansGlcNAc: strukture enzimom
a-manozidazom II (Manll), nakon ¢ega slijedi prijenos vanjskog N-acetilglukozamina na a-1,6-
manoznu granu. Ovu reakciju katalizira enzim N-acetilglukozaminil-transferaza II (GIcNAcT-
IT), pri éemu nastaje prekursor svih kompleksnih N-glikana.?’ Razgranate kompleksne strukture
(triantenari 1 tetraantenari) dobivaju se vezanjem GIcNAc-a na a-1,3-vezanu srZznu manozu
enzimom GIcNACT-IV, te vezanjem GlcNAc-a na o-1,6-vezanu srznu manozu enzimom
GIcNACT-V. Kompleksni N-glikani s ra¢vaju¢im (eng. bisecting) GIcNAc-om dobivaju se
djelovanjem enzima GIcNACT-III, pri ¢emu se on veZe za B-1,4-vezanu srznu manozu.?®
Nadalje, kompleksni se glikani mogu i1 dalje dodatno modificirati dodavanjem razli¢itih
monosaharidnih jedinica.?® Primjerice, vrlo je ¢esta modifikacija vezanje a-1,6-fukoze na
proksimalni GIcNAc (srzna fukoza), dok se kod nekih vrsta (primjerice kod biljaka i
beskraljeznjaka) fukoza moze vezati 1 a-1,3-glikozidnom vezom. Druga Cesta modifikacija
vezanje je monosaharidnih jedinica na terminalne N-acetilglukozamine, od kojih je to najcesce
B-1,4-galaktoza. Na ovu se galaktozu mogu dalje uzastopno vezati GlcNAc i galaktoza, pri
¢emu nastaje polilaktozaminski slijed (-3-Gal-B-1,4-GIcNAc-B-1-)n. Takoder, terminalni

glukozamini mogu se modificirati i dodatkom terminalnih fukoznih 1 galaktoznih ostataka,
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Slika 5 Razmjestaj enzima koji procesiraju glikane kroz GA. Prijelazni dio ER-a te cis Golgi odjeljci
sadrzavaju manozidaze za skra¢ivanje oligomanoznih N-glikana. Medijalni odjeljci sadrzavaju enzime
koji zapocinju stvaranje kompleksnih N-glikana, te su odgovorni za grananje i srznu fukozilaciju. Trans
odjeljci sadrze enzime koji dovode do dodatnog grananja te zavr$nih (engl. capping) reakcija, poput
galaktozilacije, sijalinizacije, te fukozilacije na antenama kompleksnih N-glikana. Zavr$ne reakcije se
takoder odvijaju i u trans-Golgijevoj mrezi, tubulovezikularnom odjeljku koji organizira sekreciju
glikoproteina te ih usmjerava na povrsinu specifi¢nih stanica. Zakljucno, da bi doslo do maturacije N-
glikana, potrebno je da se unutar iste funkcionalne podjedinice Golgijevog aparata zajedno nadu
glikoproteini s vezanom odgovaraju¢om glikanskom strukturom, glikoziltransferaze s odgovaraju¢om
enzimskom aktivnoscu te transporteri nukleotidnih Secera s odgovaraju¢om specifi¢noscu. Preuzeto i
prilagodeno iz Moremen i sur., 2012.3
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pri ¢emu nastaju jedna ili dvije Gal-B-1,3-(Fuc-a-1,4)-GlcNAc antene.>> Ovaj slijed poznat
je pod nazivom Lewisov a antigen (Le? epitop) 1 obi¢no se nalazi na glikokonjugatima povrSine
stanica sisavaca, gdje je ukljucen u procese medustani¢nog prepoznavanja i adhezije. Zavrsno
dodavanje Secernih ostataka (engl. capping) ukljucuje jos 1 vezanje N-acetil- ili N-glikolil-
neuraminske kiseline (sijalinske kiseline), N-acetilgalaktozamina te sulfata. Ove se jedinice
uglavnom vezu o-glikozidnom vezom, S$to omogucava njihovu interakciju s razli¢itim
medijatorima imunologkog sustava, poput protutijela i lektina.?® Neki se kompleksni N-glikani
nakon sazrijevanja u ER-u 1 GA-u mogu 1 dodatno modificirati tijekom prijenosa glikoproteina
do njihovih kona¢nih odredista. Primjerice, mnogi biljni vakuolarni glikoproteini i skladi$ni
glikoproteini sjemenki glikozilirani su na slican nacin — N-glikanima koji sadrze fukozu i/ili
ksilozu, ali ne i terminalni Le? epitop ili GIcNAc na nereducirajuéem kraju.>> Ovakvi tipiéni
vakuolarni oligosaharidi nazivaju se paucimanoznim tipovima N-glikana, a rezultat su post-
Golgi uklanjanja terminalnog N-acetilglukozaminskog ostatka s N-glikana kompleksnog tipa.*’

Medutim, vazno je naglasiti da je konformacija proteina ipak najvaznija determinanta koja
odreduje opseg modifikacija oligosaharidnih lanaca koji su vezani na njega.*

Zakljuéno, kod sisavaca se razlikuju tri glavne skupine N-glikana (slika 6):%

v' Oligomanozni N-glikani strukture MansGIcNAc, — ManoGlcNAcy; rezultat su
ograniCenog uklanjanja manoze 1 glukoze s oligosaharidnog prekursora
GlcsManygGlecNAc:. Pretezno su nadeni na razli¢itim izvanstani¢nim glikoproteinima.

v Hibridni N-glikani: rezultat su procesiranja samo a-1,3-manozne grane oligosaharidnog
intermedijera MansGIcNAc,, S$to dovodi do nastanka oligosaharida s isklju¢ivo
manoznim ostatcima na a-1,6-Man ruci te jednom ili dvije antene na a-1,3-Man ruci.

v Kompleksni N-glikani: karakterizirani su prisutno$éu a-1,3-fukoze, p-1,4-galaktoze te
sijalinskih kiselina. Rezultat su procesiranja oligomanoznih glikana u GA. Uglavnom

su prisutni na razli¢itim sekrecijskim i membranskim glikoproteinima.

Tamara Pavié Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 14

n N-acetilglukozamin
’ Sijalinska kiselina
O Galaktoza
o Manoza
. Glukoza
A Fukoza

Asn Asn Asn

A)

Oligomanozni Hibridni Kompleksni
N-glikani
B) O O @)
OH OH OH OH
o) o] o]
HO HO
HO OH HO OH HO OH
OH NH OH
o)\cuz.
galaktoza N-acetilglukozamin glukoza

A

w @ .
OH o

e H
e iC o OH .
HO OH OH N

HO o%
OH

CHy

manoza fukoza sijalinska kiselina

Slika 6 A) Reprezentativni primjeri N-glikanskih struktura, poredani prema slozenosti s lijeva na desno.
Krajnje lijevo nalazi se prekursor svih N-vezanih glikana, graden od 14 monosaharidnih jedinica
(GlesMangGleNAc), s ofuvanom srznom strukturom (oznaceno crvenim isprekidanim linijama).
Prekursorna struktura se kao takva prenosi s dolikola na akceptorski asparagin (Asn), kako bi se dalje
modificirala u druge N-glikanske strukture. Povec¢ano grananje i sloZenost strukture omogucuje dodatak
GlcNAc-a na srznu strukturu. B) Strukture monosaharida koji se naj¢es¢e nalaze u sastavu N-vezanih

glikana. Preuzeto i prilagodeno iz Lyons i sur., 2015.4!
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2.3. Funkcije N-glikana

2.3.1. Fizioloske uloge N-glikana

Opcenito, u eukariotskim stanicama N-glikani su izvrSitelji brojnih fizioloSkih funkcija.
Njihove uloge mogu varirati od jednostavnih strukturnih, sve do pomo¢i konformaciji i
stabilnosti proteina, pruzanja ciljnih struktura na koje se mogu vezati mikroorganizmi, toksini
1 protutijela, maskiranja tih istih ciljnih struktura, kontrole poluZivota proteina i stanica,
modulacije proteinskih funkcija te snabdijevanja liganada za specificna vezanja koja posreduju
usmijeravanje proteina, interakciju stanice s matriksom te medusobne interakcije stanica.!
Primjerice, ,,prekrivanje® glikanskim strukturama mnoge glikoproteine §titi od prepoznavanja
njihovog polipeptidnog dijela od strane proteaza ili protutijela. Oligosaharidne strukture
takoder igraju vaznu ulogu u inicijaciji ispravnog smatanja novonastalog glikoproteina, kao i
kasnije u odrzavanju njegove topljivosti i steCene konformacije. N-glikani takoder mogu
usmjeravati proteine prilikom njihovog razvrstavanja*’, ili su izravno ukljuéeni u njihovo
prepoznavanje i u procese medustani¢ne adhezije. Naime, glikoproteini su molekule koje imaju
sposobnost stupanja u visokospecificne medumolekularne interakcije, kao Sto su fertilizacija,
diferencijacija stanica i tkiva, formiranje organa te imunoloske reakcije. Takoder mogu
posluziti 1 kao antigeni u imunoloSkim reakcijama, ili pak prikrivati neko antigensko mjesto na
polipeptidnom lancu, te na taj nacin sprijeciti imunoloSki odgovor. Nadalje, glikani mogu
djelovati kao receptori za viruse, bakterije, parazite i razliCite toksine, ili, suprotno, mogu
prikrivati ciljna mjesta vezanja mikroorganizama i na taj na¢in sprijeciti infekciju.

Kako vezanje razli€itih glikanskih struktura na proteine utjece na njihovu fiziolosku funkciju,
tako su i mnogi patoloski procesi povezani s razli¢itim tipovima glikanskih promjena.?
Poremecaji regulacije glikozilacije povezani su sa irokim spektrom bolesti, ukljuéujuéi rak>*,

dijabetes®, kardiovaskularne®, kongenitalne®, imunologke’ i infektivne® poremecaje.

2.3.2. N-glikani kao biljezi

Sveprisutnost glikozilacije 1 fundamentalna vaznost N-glikana u gotovo svakom bioloSkom
procesu daje im visoki potencijal kao biljezima. Gotovo 70 % plazmatskog proteoma je
glikozilirano, kao i ve¢ina membranskih i sekrecijskih proteina. Kao $to je ve¢ spomenuto, N-

glikani igraju vaznu ulogu u svim vaznijim bioloSkim procesima, poput medustani¢nih
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interakcija te interakcija stanice s matriksom, smatanja proteina, vezanja za receptore i
eliminacije proteina.?¢

Cinjenica da se glikozilacija proteina mijenja u odgovoru na razli¢ita patofizioloska stanja,
primjerice tijekom progresije tumora, iskoriStena je za otkrivanje glikanskih biljega. Vise je
studija pokazalo da fibroza jetre, ciroza i hepatocelularni karcinom mogu biti karakterizirani
promijenjenom glikozilacijom proteina, od kojih je najupecatljivija promjena glikozilacije a-
fetoproteina kod hepatocelularnog karcinoma.** Nadalje, promijenjena fukozilacija
haptoglobina uocena je i kod karcinoma gusterace®, dok je promjena glikozilacije prostata-
specifi¢nog antigena i ukupnih serumskih glikoproteina otkrivena kod karcinoma prostate.*®

Glikani kao biljezi razli¢itih bolesti imaju nekoliko prednosti u usporedbi s ostalim
biomolekulama, poglavito proteinima:*’

v Biosinteza glikana osjetljivija je na stanja bolesti nego biosinteza proteina. Glikani su u
svojoj sustini metabolicki produkti koji reflektiraju i amplificiraju ¢ak i male promjene
ekspresije s njima povezanih proteina (primjerice glikoziltransferaza).

v" Budué¢i da se glikani u stanici sintetiziraju na dva mjesta, potencijalno bi svaki
glikoprotein proizveden u oboljeloj stanici mogao imati abnormalnu glikozilaciju. S
druge strane, abnormalni glikani ne moraju nuzno potjecati iz oboljelih stanica, budu¢i
da se promjene glikozilacije mogu dogoditi i kao odgovor na bolest.*

v' S obzirom na trenutno dostupnu tehnologiju, jednostavnije je kvantificirati ekspresiju
oligosaharida nego ekspresiju proteina. Oligosaharidi imaju slicna kromoforna svojstva

te ih je relativno jednostavno kromatografski profilirati.

Unato¢ navedenim prednostima, glikom se tek nedavno poceo koristiti kao izvor biljega
razli¢itih bolesti. Napredak ovog podrucja bio je otezan kompleksnoscu glikana i nedostatkom
analitickih metoda za razrjeSavanje njihovih struktura. Medutim, u danasnje vrijeme dolazi do
brzih promjena. Naime, zadnjih je godina ulozen veliki trud u razvoj metoda baziranih na
tekucinskoj kromatografiji i spektrometriji masa kao srediSnjim metodama za analizu glikana,
pri ¢emu MS omogucava 1 strukturnu karakterizaciju glikana. S napredovanjem metodologije
za profiliranje sastava i strukture glikana, potraga za novim biljezima se intenzivira.*’ Uz razvoj
novih metodologija usavrSavale su se i metode koje omogucuju visokoproto¢nu analizu

glikana.*®
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Glikozilacija proteina ima znacajan utjecaj na patofiziologiju brojnih bolesti, a njene
specificne promjene mogu omoguciti uvid u stanje 1 progresiju bolesti. Nadalje, glikani su
rasprostranjeni u mnogim bioloSkim tekuc¢inama, ukljucujuéi serum, plazmu, slinu 1 suze, $to
omogucava razvoj neinvazivnih glikanskih biljega. Potencijalni glikanski biljeg mogao bi se
jednostavno bazirati na glikanskom profilu, na razini sastava glikana, ili pak detaljnije, na
analizi specifi¢nog glikozilacijskog mjesta proteina. Moguce je da ¢e se u buducnosti na temelju
glikanskog profila mo¢i ne samo dijagnosticirati bolest, ve¢ i pratiti njena progresija i

prognozirati ishod lije¢enja.*’*

2.4. Analiza N-glikana
Otkrivanje povezanosti glikanskih struktura s njihovom funkcijom, pracenje glikozilacije u
dijagnostici i prognozi bolesti, te razrjesSavanje molekularnih mehanizama razvoja bolesti vazna
su istrazivacka podrucja. Kod provodenja takvih istrazivanja od esencijalne je vaznosti razvoj
preciznih, osjetljivih i robustnih metoda za analizu glikana. Analitika glikana poprilicno je
zahtjevna, §to je posljedica raznolikosti monosaharidnih struktura, sekvenci i veza, te njihovog
povezivanja s drugim biomolekulama, poput peptida ili lipida.>® Iz navedenih razloga ne postoji
univerzalna metoda za brzu 1 pouzdanu identifikaciju glikanskih struktura, ve¢ se zeljene
informacije mogu dobiti dobrim odabirom metode ili njihovim kombiniranjem, ovisno o
postavljenom znanstvenom pitanju.
Opéenito, postoje tri razli¢ita pristupa analitici glikana:>°

v Karakterizacija glikana na intaktnim glikoproteinima

v' Karakterizacija glikopeptida

v" Strukturna analiza kemijski ili enzimski otpustenih glikana
Razli¢ite analiticke tehnike dostupne pri koriStenju odredenog pristupa shematski su prikazane

na slici 7 te detaljnije opisane u tablici 1.
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Profil monosaharida Profiliranje glikoformi Detaljna strukturna analiza

nanoLC-MS/MS,
ECD MS/MS

HILIC, HPLC,
WAX, CE-LIF

HPAEC-PAD,
GC-MS

N

Monosaharidi —

MECC, cIEF, CZE,
LC/MS, CE (MS)

razgradnja egzoglikozidazama

Intaktni : o Otpusteni Obiljezeni
protein Glikopeptidi glikani glikani
kisela hidroliza proteoliza otpustanje derivatizacija

glikana glikana

HPLC-MS/MS
{CID, ECD, ETD},
MALDI-MS/MS,

NMR,
kristalografija
X-zraka

Lektinska
analiza

MALDI-TOF

CE (MS)
Profil sijalinskih Djelomiéna strukturna Analiza mjesta 3D struktura, Analiza sastava
kiselina karakterizacija glikozilacije  identifikacija glikana

Slika 7 Glavni nacini karakterizacije glikoproteina, glikopeptida i glikana. HPAEC-PAD —
kromatografija anionske izmjene visoke djelotvornosti s pulsnom amperometrijskom detekcijom;
MECC - micelarna elektrokineticka kapilarna kromatografija; cIEF — kapilarno izoelekti¢no
fokusiranje; CZE — kapilarna zonska elektroforeza; MALDI-MS — spektrometrija masa s matricom
potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom; CE-LIF - kapilarna elektroforeza s
fluorescencijom induciranom svjetlo§¢u; HILIC — teku¢inska kromatografija temeljena na hidrofilnim
interakcijama; WAX — slaba anionska izmjena; RP — reverzna faza; ESI-MS/MS — tandemna
spektrometrija masa s ionizacijom elektrorasprSivanjem; MALDI-TOF - spektrometrija masa s
matricom potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom i detektorom vremena leta; CID —
disocijacija izazvana sudarom; ETD — disocijacija prijenosom elektrona; ECD — disocijacija zahvatom
elektrona.

Za potrebe analize, N-glikani se najceS¢e otpustaju s glikoproteina od interesa. Intaktni N-
F, PNGaza F). PNGaza F cijepa vezu izmedu srznog GIcNAc-a i1 asparagina polipeptidnog
lanca svih tipova N-glikana, osim onih koji sadrze a-1,3-fukozu vezanu za spomenuti GIcNAc
(ucestalo kod glikana biljaka i insekata).’! Medutim, N-glikani s a-1,3-vezanom srznom
fukozom mogu se otpustiti djelovanjem PNGaze A iz badema.*? Postoje jo§ dva enzima koja
se mogu koristiti za otpuStanje N-glikana s glikoproteina — endoglikozidaza D (endo D) 1 H
(endo H). Oba enzima kidaju vezu izmedu dva srzna GlcNAc-a, medutim, endo D ima
sposobnost otpustanja svih tipova N-glikana, dok endo H otpusta samo oligomanozne i hibridne
N-glikane. Prije tretmana amidazama preporuca se provesti i denaturaciju (katkada i
tripsinizaciju) glikoproteina, kako bi se povecala dostupnost N-glikana enzimu.

Nakon otpustanja N-glikana s proteina, obi¢no se provodi inicijalna analiza njihovog sastava,

a u svrhu odlucivanja o strategiji njihove strukturne karakterizacije. Strukturna karakterizacija
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glikana ne odnosi se samo na utvrdivanje sastava monosaharida i njihove sekvence, ve¢
ukljucuje i odredivanje stereokemije svake glikozidne veze i stupnja grananja. Neke od najcesce
koriStenih visokoproto¢nih metoda za detaljniju analizu N-glikana ukljucuju tekucinsku
kromatografiju temeljenu na hidrofilnim interakcijama (HILIC, engl. hidrophilic interaction

liquid chromatography) te spektrometriju masa (MS).

2.4.1. HILIC profiliranje fluorescentno obiljezenih N-glikana

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim interakcijama cesto
je koriStena metoda za razdvajanje glikana. Obi¢no se u tu svrhu koristi kromatografija obrnutih
faza> ili anionske izmjene** s detekcijom fluorescencije, medutim, najéeiée je koristena
tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama koja omogucava poboljSano
razdvajanje analita.*® Kod HILIC analize molekule se zadrzavaju na koloni temeljem njihovog
hidrofilnog potencijala, na osnovi razlika u svojstvima koje ovise o veli¢ini, naboju, sastavu,
strukturi, glikozidnim vezama i stupnju granjanju glikana. Glavna je prednost ove tehnike
moguénost razdvajanja strukturnih izomera, $to je te§ko postié¢i ostalim metodologijama.’® S
obzirom da vecina glikana nema UV-apsorbirajuce ili fluoroforne skupine, potrebno ih je
derivatizirati za osjetljivu detekciju. Najcesce se obiljezavaju fluorescentnom oznakom, poput
2-aminobenzamida (2-AB), prokainamida, 2-aminobenzojeve kiseline (2-AA) ili 2-
aminopiridina (2-AP), koji omoguéavaju detekciju femtomolarnih koli¢ina glikana.>>-

Od svih navedenih fluorofora, najceS¢e se koristi 2-AB, budu¢i da je kompatibilan sa
znaCajnim brojem glikoanaliti¢kih metoda, poput spektrometrije masa. Prilikom obiljezavanja
glikana 2-AB-om, reakcija se odvija u stehiometrijskom omjeru 1:1, pri ¢emu se obiljezavaju
svi (s proteina) otpuSteni glikani sa slobodnim reduciraju¢im krajem. Navedeno omogucava
kvantitativno mjerenje relativnih koli¢ina individualnih glikana prilikom HILIC analize, kao 1
istovremeno odvajanje neutralnih i nabijenih glikana.>®

Glikani se mogu analizirati teku¢inskom kromatografijom i nakon digestije enzimima
egzoglikozidazama, koje se mogu koristiti individualno ili u nizu. Egzoglikozidaze specifi¢no
cijepaju glikozidne veze pojedinacnih monosaharidnih jedinica, kre¢u¢i od terminalnog
monosaharidnog  ostatka.’> Glikanski UPLC profili, dobiveni nakon digestije
egzoglikozidazama, pokazuju reproducibilne i1 predvidljive pomake retencijskih vremena, §to

omoguéava detaljno razjagnjavanje glikanskih struktura.>?
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2.4.2. Spektrometrija masa u analitici N-glikana

Spektrometrija masa se Cesto koristi u analitici glikana, jer pruza informacije o masi i sastavu
glikana. Prilikom MS analize glikani se obi¢no trebaju derivatizirati, buduci da je ucinkovitost
njihove ionizacije (a poglavito sijaliniziranih vrsta) niska. Stoga se glikani obi¢no derivatiziraju
redukcijom te obiljezavanjem, permetilacijom ili etilesterifikacijom sijalinskih kiselina.’-

Matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (MALDI) i ionizacija
elektrorasprsivanjem (ESI) dvije su glavne ionizacijske tehnike koriStene za analizu glikana.
Za brzo profiliranje glikana koristi se MALDI-MS, obi¢no s detektorom vremena leta (TOF,
engl. time of flight), a u svrhu dobivanja profila smjese glikana te za detekciju produkata
digestije egzoglikozidazama, na na¢in analogan UPLC analizi.*® MALDI-TOF-MS je &esto
prvo koriStena tehnika u analizi glikana, buduci da predstavlja jednostavan eksperiment s malim
utroSkom uzorka, a moze posluziti za procjenu raznolikosti glikana prisutnih u uzorku.
Neutralni glikani se mogu bolje detektirati u pozitivnom ionizacijskom modu, obi¢no kao
[M+Na'] adukti. Budu¢i da sijalinizirani glikani postaju nestablini prilikom ionizacije, takvi se
uzorci analiziraju u negativnom ionizacijskom modu, te se obi¢no desijaliniziraju ili
derivatiziraju prije analize.>

Ukoliko je svrha analize sekvenciranje glikana, cilj je dobiti fragmentne ione koji ¢e upucivati
na strukturu roditeljskog iona. U tu se svrhu obi¢no koristi ESI-MS, disocijacija izazvana
sudarom (CID, engl. collision-induced dissociation) 1 MS/MS. Rezultat disocijacije izazvane
sudarom je kidanje glikozidnih veza, a u svrhu generiranja iona, koji ¢e dati informacije o
strukturi glikana — razlika u masi (gubitak mase) upucuje na dio glikanske strukture koji je
izgubljen (disociran). ESI ionizacija moze se kombinirati s velikim brojem analizatora masa,
omogucavajuéi razlicite tipove glikanskih analiza. Kao i MALDI, i ESI se moze koristiti u
pozitivnom i negativnom ionizacijskom modu.>

Glavni su nedostaci spektrometrije masa njena osjetljivost na prisutnost soli u analiziranom
uzorku, potreba za dobivanjem dijagnosti¢kog fragmentacijskog spektra za izomerne i izobarne
spojeve, te, u nekim slucajevima, manja osjetljivost od HILIC metode. Naposlijetku, odaziv
bilo kojeg analita ovisi o u¢inkovitosti njegove ionizacije. Ukoliko je ionizacija smanjena, to
moze otezati kvantifikaciju. Povezivanje spektrometrije masa s nekom separacijskom

tehnikom, poput tekuéinske kromatografije, zna¢ajno poboljsava njenu osjetljivost.>
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Zakljucno, analiza glikana je viSedimenzijski zadatak — nijedna metodologija zasebno

koriStena ne daje sve trazene informacije, ve¢ je potrebna primjena spregnutih tehnika za

potpunu strukturnu analizu glikana.

Tablica 1 Najcesée koriStene metode u analitici glikana2®

Naziv Tehnika Opis Primjena
HPAEC- | kromatografija anionske tekuc¢inska kromatografija razdvajanje, identifikacija,
PAD izmjene visoke djelotvornosti  ionske izmjene koja se izvodi kvantifikacija mono- i oligo-
s pulsnom amperometrijskom pri visokom pH saharida bez derivatizacije
detekcijom
HPLC tekucinska kromatografija kromatografska tehnika za razdvajanje svih skupina
UPLC (ultra)visoke djelotvornosti analiticka i preparativna glikana, moze se spregnuti s
razdvajanja MS-om
GC plinska kromatografija kromatografska tehnika sastav monosaharida, analiza
plinovite faze za razdvajanje glikozidnih veza; obi¢no
hlapljivo derivatiziranih spregnuta s MS-om
uzoraka
HPCE kapilarna elektroforeza visoke kromatografska tehnika za razdvajanje, identifikacija,
djelotvornosti razdvajanje nabijenih molekula  kvantifikacija nabijenih glikana;
moze se spregnuti s MS-om
FACE elektroforeza ugljikohidrata kromatografska tehnika razdvajanje, identifikacija,
potpomognuta fluoroforom temeljena na gel elektroforezi kvantifikacija obiljezenih mono-
za razdvajanje glikana i oligo-saharida
derivatiziranih anionskim
fluoroforom
MS spektrometrija masa tehnika za mjerenje mase iona u  primarna strukturna analiza
plinovitoj fazi biopolimera
MALDI | matricom potpomognuta MS ionizacijska tehnika mapiranje mase glikana i
ionizacija laserskom glikokonjugata; vazna za
desorpcijom glikomiku
ESI ionizacija MS ionizacijska tehnika analiza molekularne mase i
elektrorasprsivanjem sekvence glikana;
glikoproteomika
CAD- disocijacija izazvana sudarom tandemna MS tehnika kod koje  analiza sekvence glikana i
MS/MS | spregnuta s tandemnom se ioni fragmenata generirajuiz  glikokonjugata
spektrometrijom masa odabranog roditeljskog iona u
sudaru s inertnim plinom
NMR nuklearna magnetska 1D NMR spektroskopija broj i anomerna konfiguracija

rezonancija

monosaharida u glikanu
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2.5. Cjelogenomske studije povezanosti

Cjelogenomske studije povezanosti (GWAS, engl. genome-wide association studies) genetske
su studije koje odreduju i1 analiziraju DNA sekvence ljudskog genoma s ciljem identifikacije
uobicajenih genskih varijanti koje doprinose riziku razvoja odredene bolesti.>* Sredisnji je cilj
humane genetike identifikacija genskih rizi¢nih faktora uobicajenih kompleksnih bolesti, poput
astme, raka, dijabetesa tipa 2, bolesti krvozilnog sustava ili shizofrenije, te rijetkih
monogenskih bolesti, poput cisti¢ne fibroze ili anemije srpastih stanica. Za identifikaciju
genskih rizinih faktora koriste se mnoge razli¢ite tehnike i analiticke alatke, kojima pripada 1
GWAS. Krajnji je cilj GWAS-a koristenje genskih rizi¢nih faktora za utvrdivanje rizi¢nih
skupina i bioloSke podloge podloznosti odredenoj bolesti, a u svrhu razvoja preventivnih i
terapijskih strategija.

Kod provodenja cjelogenomskih studija povezanosti obicno se usporeduju dvije skupine
ispitanika — osobe s odredenom boles¢u i uskladena kontrolna skupina zdravih ispitanika, koji
se zatim genotipiziraju na vecinu uobicajenih jednonukleotidnih polimorfizama (SNP, engl.
single-nucleotide polymorphism). To¢an broj SNP-ova ovisi o upotrijebljenoj tehnologiji
genotipiziranja, no obi¢no se radi o broju od milijun SNP-ova i vise.” Zatim se za svaki
identificirani SNP utvrduje je li alelna frekvencija znacajno promijenjena kod bolesnih u
odnosu na zdrave ispitanike.®® Ukoliko se utvrdi da je alelna frekvencija odredenog SNP-a
znacajno veca kod oboljelih, ta se genska varijanta definira kao ,,povezana s boles¢u®, §to ne
znacinuzno da je i uzrok te iste bolesti. Katkada se genske varijante identificirane kao povezane
s boles¢u jednostavno nasljeduju zajedno s kauzalnim varijantama.

Nedavno se kombiniranjem GWAS studije s visokoproto¢nom analizom glikana izvela
opsezna analiza uobicajenih genskih polimorfizama koji utje¢u na glikozilaciju proteina.!!
Poznato je da je vise od polovice svih proteina glikozilirano®®, medutim, zbog ograni¢enja u
analitici glikana 1 nepostojanja predloska tijekom njihove biosinteze, malo se zna o
kompleksnom procesu regulacije biosinteze glikana. Opisana je studija po prvi put kombinirala
podatke dobivene GWAS-om 1 glikomske podatke, a pokazala je da odredene varijante gena
HNFI4, ¢ija bioloSka povezanost s procesom glikozilacije nije bila do tada poznata, snazno
utjeCu na razine N-glikana proteina plazme. Navedeno je otkri¢e postavilo temelje i za

istrazivanje provedeno u okviru ovog doktorskog rada.
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2.6. Gen HNFIA

Gen hepatocitni nuklearni faktor-alfa (HNFIA) smjesten je na 12q kromosomu®', a njegov
produkt pokazuje aktivnost transkripcijskog faktora (HNF1a) i kljucan je €lan autoregulacijske
transkripcijske mreZe tijekom razvoja kao i u zreloj gusteraci.'> Gen HNF1A sastoji se od deset
eksona 1 kodira homeoprotein od 631 aminokiseline, koji se sastoji od dimerizacijske domene
(aminokiseline 1 — 33), dvodjelne domene za vezanje DNA (homeo domena — aminokiseline
100 — 184, POU domena — aminokiseline 198 — 281) te transaktivacijske domene
(aminokiseline 282 — 631).52 Gen HNF 1A generira tri razli¢ita izomerna transkripta (A, B i C),
koji su rezultat alternativnog prekrajanja i poliadenilacije.®® Svi su transkripti identi¢ni na 5'
kraju, medutim, HNF1A(B) je skracen unutar eksona 7, dok HNFIA(C) zavrSava eksonom 6
(slika 8). Transaktivacijske studije pokazuju da sve tri izoforme zadrzavaju aktivnost, medutim
aktivnost izoformi HNFIA(B) i HNFIA(C) priblizno je pet puta veéa od aktivnosti
gusterace. Naime, HNF1A(A) je dominantna fetalna izoforma, dok HNFI1A(B) prevladava u
gusteraci odraslog ¢ovijeka.!? Nadalje, HNFla dominantno regulira funkcije diferenciranih
stanica, a ne njihove razvojne procese, pa je tako odgovoran za regulaciju ekspresije brojnih
gena P-stanica Langerhansovih otoc¢i¢a, poput gena za inzulin, piruvat-kinazu i glukozni
transporter Glut2, te je vazan za odrzavanje funkcije zrele gusterade.'>!® Izuzev gusterace,

ekspresija gena HNF1A zapaZena je i u crijevu, jetri i bubrezima.%

Struktura gena HNF1A
2 s 14 H 5 M 6 H 7 H 8 H 9 H 10
\ 4 4
Dimerizacijska Domena za vezanje Transaktivacijska
domena na DNA domena

Strukture HNF1A izomera

HNFIAA) [ 1 | 2 | 3 | a4 | 5 | 6 |

HNF1AB) [ 1 | 2 | 3 | a4

HNFIA(C) [ 1 1 2 | 3 | a4 | 5 |6 VZ

Slika 8 Predvidena struktura gena HNFIA4 i njegova tri izomera. Eksoni prisutni u mRNA transkriptu
oznaceni su bijelim pravokutnicima, a ugradeni dijelovi introna isprekidanim pravokutnicima. Cesta
mjesta mutacija unutar eksona oznacena su zvjezdicama.
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Osim spomenutih funkcija transkripcijskog faktora HNF1a, cjelogenomska studija povezanosti
pokazala je da je ukljucen i u procese glikozilacije plazmatskih proteina, Sto ranije nije bilo
poznato.'! Naime, pokazano je da HNF1a uzvodno regulira nekoliko klju¢nih gena ukljugenih
u razli¢ite stadije fukozilacijskog puta (slika 9). Dakle, HNF1a regulira ekspresiju gena za
fukokinazu i GDP-manoza-4,6-dehidratazu (GMDS). Ova dva enzima uklju¢ena su u
recikliraju¢i 1 de novo biosintetski put L-fukoze, supstrata koji koriste i srzne i antenarne
fukoziltransferaze.%® Sinteza fukoze korak je koji odreduje brzinu fukozilacije kod eukariota i
prokariota®®, stoga HNFla poveéanjem njene produkcije, povecava i njenu dostupnost
glikozilacijskoj masineriji. Uz navedeno, HNFla direktno regulira ekspresiju i nekoliko
fukoziltransferaznih (FUT) gena — naime, aktivira fukoziltransferaze uklju¢ene u antenarnu
fukozilaciju, dok suprimira fukoziltransferazu VIII, odgovornu za srznu fukozilaciju. Na ovaj
nacin HNF1a smanjuje utroSak GDP-fukoze za srznu fukozilaciju i dodatno povecava njenu
dostupnost antenarnim fukoziltransferazama. Zaklju¢no, postulirano je da je uloga HNFla i
njegovog transkripcijskog kofaktora HNF4a esencijalan dio akutnog odgovora na infekciju kod
ljudi, budu¢i da je antenarna fukozilacija nuzna za vezanje E-, L- i P-selektina na njihove
glikoproteinske ligande na ciljnim stanicama te posljedi¢nu inicijaciju upale.

javlja u odrasloj dobi (MODY). Funkcionalne mutacije gena HNFIA vrlo su penetrativne; 63
% nositelja razvije dijabetes do 25. godine Zivota, 93,6 % do 50., a 98,7 % do 75. godine.%” Do
2013. godine zabiljezeno je ukupno 414 razli¢itih mutacija gena HNF'1A unutar 1247 obitelji.
Najcesce su missense mutacije (54,7 %), a zatim slijede mutacije pomaka okvira ¢itanja (21,7
%), nonsense (9,4 %), mutacije mjesta prekrajanja primarnog transkripta (8,7 %), mutacije u
promotorskoj regiji (1,9 %), delecije, insercije i duplikacije aminokiselina (2,4 %) te parcijalne
ili delecije cijelog gena (1,2 %).!* Navedene mutacije locirane su po cijelom HNFIA genu,
medutim, naj¢esce se pronalaze u eksonima 2 1 4 (0,33 odnosno 0,28 mutacija po nukleotidu),
a najrjede u eksonima 51 10 (0,11 1 0,07 mutacija po nukleotidu). Nadalje, do 2013. godine
pronadeno je ukupno 114 polimorfizama i varijanti nepoznatog znacaja (VUS, engl. variant of
unknown significance). Ova brojka ukljucuje 1 21 nesinonimnu supstituciju aminokiseline, koje
nisu patogene mutacije kauzalne za MODY, medutim, barem je petero njih povezano s
poveéanim rizikom za razvoj dijabetesa tipa 2.!* Nadalje, ¢esto se prilikom dijagnostickog
genskog testiranja identificiraju nove heterozigotne varijante nepoznate patogenosti, koje je

potrebno okarakterizirati, pa na taj na¢in broj HNF'1A varijanti kontinuirano raste.
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Reciklirajudi put De novo put
L-fukoza GDP-manoza
L-fukoki ' - -4,6-dehi
ukokinaza \ HNFAa / GDP- manoza-4,6-dehidrataza
A v
L-fukoza-1-P nolici GDP-4-0kso-6-deoksi-D-manoza
fukoza-1-fosfat gvaniltransferaza | | GDP- L-fukoza sintetaza

GDP-L-fukoza

fukoziltransferaza 6,3,5 fukoziltransferaza 8

HNF4a

antenarno fukozilirani glikani ¢ HNFla srzno fukozilirani glikani

o

Slika 9 HNFla je u srediStu regulacije fukozilacije proteina. Shematski prikaz regulacije puteva

P

{

ukljuéenih u biosintezu fukoze putem HNF1o i HNF4a. Preuzeto i prilagodeno iz Lauc i sur., 2010.1!

2.7. Dijabetes mladih koji se javlja u odrasloj dobi (MODY)

MODY (engl. maturity onset diabetes of the young) heterogena je skupina monogenskog
dijabetesa, uzrokovanog disfunkcijom [-stanica gusterace. Opcenito je karakteriziran ranim
nastupom bolesti (10. — 45. godina zivota), autosomno-dominantnim nasljedivanjem,
kontinuiranom endogenom produkcijom inzulina, odsutno$¢u autoimunosti na [-stanice,
odsutnos¢u znakova inzulinske rezistencije te progresivnim propadanjem funkcije B-stanica,
Sto je posljedica nemogucnosti prikladnog povecanja inzulinske sekrecije u odgovoru na
hiperglikemiju.'>®” Dosada je identificirano 13 razli¢itih gena odgovornih za MODY fenotip

(tablica 2), medutim, neki od njih se u klini¢koj praksi sre¢u vrlo rijetko.®®
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Tablica 2 Klini¢ke i molekularne karakteristike podtipova MODY -a. Preuzeto iz Kim, 2015.%8

MODY | Kromosomska | Ucestalost (% Patofiziologija Druge karakteristike

gen* lokacija MODY-a)

HNF4A4 20q13 5-10 Disfunkcija -stanica | Neonatalna
hiperinzulinemija, niska
razina triglicerida

GCK 7pl3 30-50 Disfunkcija B-stanica | Hiperglikemija od
(osjetljivost na Glc) rodenja
HNF14 12q24 30-70 Disfunkcija B-stanica | Glukozurija
PDXI/IPF1 13q12 <1 Disfunkcija B-stanica | Homozigoti: ageneza
gusterace

HNFIB 17q12 5-10 Disfunkcija -stanica | Anomalije bubrega i
genitalija, hipoplazija
gusterace

NEURODI 2q31 <1 Disfunkcija B-stanica | Nastup dijabetesa u
odrasloj dobi

KLF11 2p25 <1 Disfunkcija B-stanica | Slican dijabetesu tipa 2

CEL 9q34 <1 Endo- i egzokrini Egzokrina
defekt gusterace insuficijencija,
lipomatoza
PAX4 7q32 <1 Disfunkcija B-stanica | Moguca ketoacidoza
INS 11pl5 <1 Mutacija gena za Moguc¢ stalni neonatalni
inzulin dijabetes (ND)
BLK 8p23 <1 Defekt sekrecije Prekomjerna teZina,
inzulina defekt sekrecije inzulina
ABCCS 11pl5 <1 Disfunkcija K™ kanala | Homozigoti: stalni ND;
ovisnog o ATP-u heterozigoti: prolazni
ND

KCNJI1 11p15d <1 Disfunkcija K kanala | Homozigoti: ND

ovisnog o ATP-u

*HNF4A — hepatocitni nuklearni faktor 4a; GCK — glukokinaza; PDX1 — pankreasni i duodenalni

homeobox 1; IPF1 — inzulin promotor faktor 1; NEURODI1 — neurogena diferencijacija 1; KLF11 —

Kruppel-like faktor 11; CEL — karboksiester lipaza; PAX4 — paired-box-containing gen 4; INS — inzulin;
BLK - B-limfocitna kinaza; ABCC8 — ATP-vezujuca kazeta, porodica C (CFTR/MRP), ¢lan 8; KCNJ11

—kalijev kanal, porodica J, ¢lan 11.
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Svi geni navedeni u tablici 2 eksprimirani su u B-stanicama, a mutacija bilo kojeg od njih dovodi
do disfunkcije B-stanica i razvoja dijabetesa (slika 10). Navedeni geni takoder su eksprimirani
1 u drugim tkivima pa se neke abnormalnosti mogu uociti, primjerice, i u funkciji jetre 1 bubrega
(samo kod nekih oblika MODY-a).%’ Faktori koji utje¢u na inzulinsku osjetljivost, poput
infekcija, puberteta, trudnoce ili pretilosti, mogu okinuti nastup dijabetesa i povecati tezinu
hiperglikemije u pacijenata s MODY-em, medutim, negenski ¢imbenici obi¢no nemaju vaznu
ulogu u razvoju ove bolesti. Prema procjenama, 2 — 5 % svih pacijenata s dijabetesom boluje

od monogenskog oblika dijabetesa.”

Glukoza

Endoplazmatski
retikulum

Jezgra

Glukozni
transporter

Glukoza

HNF4A

IPF-1 b U VGIukokinaza

HNF1B y i Glukoza-6-fosfat Mitohondrij
NeuroD1 4 i

Glikoliza
Unutarstani¢na
@ @ skladista Ca2+ ATP
Granule s @ . ATP
inzulinom @
@ Ca2+
@@ @ @ b Ca.2+ kanal /\

@ ~
@

Oovisan 0 haponu

®) ATP-ovisan
@ sekrecija @ k+ kanal
inzulina
Ca2+ Depolarizacija
| il

Slika 10 Model B-stanice gusterace te patofizioloSki mehanizmi defekata B-stanice koji dovode do
monogenskog dijabetesa. Zahvaceni mogu biti razli€iti fizioloski procesi unutar B-stanice, pocevsi od
ulaska glukoze putem Glut2 transportera, fosforilacije glukoze enzimom glukokinazom ili glikoliza.
Disfunkcija K*a1p kanala interferira sa sekrecijom inzulina, dok insuficijencija transkripcijskih faktora
smjestenih u jezgri dovodi do nukleopatija. Preuzeto i prilagodeno iz Fajans i sur., 2001.%
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2.7.1. HNFIA-MODY

Najces¢i oblik MODY -a kod odraslih pacijenata posljedica je mutacija u genu HNFIA, ¢ija je
bioloSka uloga objasnjena u poglavlju 2.6. Pacijente oboljele od HNFIA-MODY-a
karakteriziraju prethodno opisani simptomi monogenskog dijabetesa, a uz to imaju i smanjeni
renalni prag za glukozu (Sto je posljedica smanjene ekspresije glukoznog transportera SGLT2
u proksimalnim tubulima).®’7! Veéina pacijenata takoder ne pokazuje znakove inzulinske
rezistencije 1 njihov je BMI u normalnom rasponu.

HNF1A-MODY se u 80 % slu¢ajeva pogresno dijagnosticira kao dijabetes tipa 1 ili tipa 272,
zbog neuklapanja klinicke slike pacijenata u trenutno koriStene dijagnosticke kriterije, slabe
osvijestenosti lije¢nika u primarnoj zdravstvenoj zastiti (o postojanju monogenskog oblika
dijabetesa), nedostatka opceprihvacenih dijagnostickih protokola ili nedostupnosti genskog
testiranja.®”’® Definitivna dijagnoza postavlja se sekvenciranjem gena HNF 1A, medutim i dalje
ostaje izazov utvrdivanja patogenosti pronadenih alelnih varijanti. Takoder, takav je pristup
trenutno preskup za Siroku i neselektivnu primjenu.

Kakogod, tocnost dijagnoze od izuzetne je vaznosti, buduci da pacijenti s HNF1A-MODY -
em dobro reagiraju na terapiju oralnim antidijabeticima iz skupine sulfonilureja, S§to za neke
znadi i prekid dotadasnje terapije inzulinom, te porast kvalitete Zivota.'®’* Lijekovi iz skupine
glinida takoder pokazuju slican mehanizam djelovanja, te se mogu koristiti kao alternativna
terapija.”> Nadalje, uspostavljanje to¢ne dijagnoze donosi i dodatne prednosti, primjerice, brzu
1 pravovremenu identifikaciju ostalih zahvacenih ¢lanova obitelji, omogucavajuéi na taj nacin
bolje pracenje nastupa, a potom i tretmana bolesti.

S ciljem poboljsanja dijagnostike HNF1A-MODY-a dosad je ispitano vise serumskih
biljega.?®’® Nadalje, otkriveno je da rijetke varijante gena HNFIA, koje rezultiraju gubitkom
funkcije (patogene varijante), dovode, izmedu ostalog, i do znacajnih promjena N-glikoma
proteina plazme.?! PredloZeni glikanski indeks, koji predstavlja omjer antenarno fukoziliranih
1 nefukoziliranih triantenara, uspjeSno razlikuje pacijente s HNFIA-MODY-em od ostalih
oblika dijabetesa i zdravih kontrola, $to ga €ini potencijalno uspjeSnim dijagnosti¢kim biljegom
(slika 11). Medutim, opisana studija koristila je dobro definirane skupine pacijenata, poznatih
dijagnoza, temeljenim na klinickim, biokemijskim 1 molekularnim ispitivanjima, $to gotovo
nikad nije slucaj u stvarnim klini¢kim uvjetima. Kako bi se procijenila stvarna klini¢ka
vrijednost glikanskog biljega, potrebno je ispitati njegovu ucinkovitost klasifikacije na

neselektiranoj populaciji pacijenata s nastupom dijabetesa u ranoj odrasloj dobi i dokazanom
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endogenom produkcijom inzulina te s odsutnos¢u znakova autoimunosti na f-stanice, $to je i

glavni cilj ovog doktorskog rada.

0.6
p=1x103° p=6x103% p=5x103' p=4x107 p=5x1032
0.5 -4
- 2 5 .
g : : , -
[} - B 3 -
2 04 - . : : a i
= 22 Feol $
e - - a " =
= = s & =
G S .8 3 < b
& 0.3 - ey = = H
& . = 0.276 % e -
o s 0.254 %.. —--S--- 0252, . =
® s & B " 0.236 ===
- = = = T TTETT
- = = %
0.4 ;4 — ? -~ 0178 & -
= > + 3 Kl H
[ = v - s ':.:'
1 0.087 == - K £ . .
0.1 LS. _ n . o 3 .
e A : W .
= - i
0.0 i

T T T T T T

HNF1A-MODY Dijabetes Dijabetes GCK-MODY HNF4A-MODY Kontrole
tipa 2 tipa 1l

Slika 11 Tockasti histogram koji prikazuje uspjesnost DG9-glikanskog indeksa u razlikovanju razlicitih
oblika dijabetesa i zdravih kontrola. Preuzeto i prilagodeno iz Thanabalasingham i sur., 2013.*!
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Ispitanici

Ispitanici koji su sudjelovali u ovom istrazivanju ukljuceni su putem projekta ,,Fukozilacija
proteina u dijagnostici dijabetesa mladih koji se javlja u odrasloj dobi“, financiranog od
Europske zaklade za istrazivanje dijabetesa. Ukljucivanje pacijenata provedeno je u Hrvatskoj
1 u Velikoj Britaniji. Hrvatski pacijenti ukljucivali su se putem Nacionalnog registra osoba sa
Se¢ernom boles¢u (CroDiab) u prostorima SveuciliSne klinike za dijabetes, endokrinologiju 1
metabolicke bolesti Vuk Vrhovac u Zagrebu. CroDiab predstavlja registar oboljelih od
dijabetesa uspostavljen kako bi se poboljsala zdravstvena skrb, utvrdila prevalencija i
incidencija dijabetesa i njegovih komplikacija, te kako bi se pratio morbiditet i mortalitet na
nacionalnoj razini.”’ U istrazivanje je ukljuceno 477 hrvatskih pacijenata. Engleski pacijenti
ukljucivani su putem studije ,,Dijabetes mladih u Oxfordu®, koja okuplja sedam lokalnih
bolnickih centara za dijabetes i viSe centara primarne zdravstvene zastite okruga Thames
Valley. U ovu je studiju ukljuceno 553 engleskih pacijenata, Sto rezultira brojkom od ukupno
1 030 ukljucenih ispitanika u vremenskom razdoblju od lipnja 2013. do lipnja 2015. godine.

Ukljuéni kriteriji za sudjelovanje u studiji bili su sljede¢i: dob iznad 18 godina, nastup
dijabetesa prije 45. godine zivota, dokazana endogena produkcija inzulina (C-peptid > 0,2 nmol
L), te odsutnost znakova B-stani¢ne autoimunosti (negativna ICA (engl. islet cell antibody) i
GAD (engl. glutamic acid decarboxylase) protutijela). Svakom pacijentu uzeti su uzorci plazme
1 pune krvi, zabiljezeni su klini¢ki podatci (dob, nastup dijabetesa, obiteljska anamneza,
trenutna terapija) i provedeni bazi¢ni biokemijski testovi (HbAlc, glukoza nataste, markeri
renalne funkcije, lipidogram). Svim pacijentima s C-peptid pozitivnim 1 neautoimunim
dijabetesom izmjeren je hsCRP, analiziran N-glikanski profil te sekvenciran gen HNFIA. Kod
pacijenata s pronadenim mutacijama u studiju su ukljuceni i dostupni ¢lanovi obitelji, a u svrhu
pracenja kosegregacije identificirane mutacije s dijabetesom.

Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju, a studiju su
odobrila Eticka povjerenstva Klinicke bolnice Merkur, Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu te SveuciliSne bolnice u Oxfordu. Studija je provedena u skladu s

nacelima Helsinske deklaracije.
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3.2. Materijali

3.2.1. Standardne kemikalije

2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich), 2-propanol (Merck), 2-pikolin boran (2-PB)
(Sigma-Aldrich), 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina (DHB) (Sigma-Aldrich), acetonitril (Sigma-
Aldrich), agaroza (Sigma-Aldrich), borna kiselina (Sigma-Aldrich), dimetil sulfoksid (DMSO)
(Sigma-Aldrich), etanol = (Merck), etidijev  bromid (Boehringer = Mannheim),
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Sigma-Aldrich), formijatna kiselina (HCOOH)
(Merck), igepal CA-630 (Sigma-Aldrich), kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) (Sigma-Aldrich),
kalijev klorid (KCl) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCl) (Merck), magnezijev klorid
(MgCly) (Sigma-Aldrich), natrijev dodecil-sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich), natrijev
hidrogenfosfat (NaxHPO4) (Acros Organics), natrijev hidroksid (NaOH) (Merck), natrijev
klorid (NaCl) (Carlo Erba), octena kiselina (CH3COOH) (Merck), otopina amonijaka (Merck),
tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich).

3.2.2. Enzimi

a-1-2,3,4,6-fukozidaza iz govedih bubrega (BKF) (Prozyme), a-1-2,3,6-manozidaza iz graha
(JBM) (Prozyme), a-1-3,4-fukozidaza iz badema (AMF) (New England Biolabs), p-1-3,4-
galaktozidaza iz govedih testisa (BTG) (Prozyme), B-N-acetilheksozaminidaza, rekombinantna
1z Streptococcus pneumoniae (GUH) (Prozyme), DNA-polimeraza AmpliTag Gold (Applied
Biosystems), DNA-polimeraza iz komercijalnog kompleta Big Dye Terminator (Applied
Biosystems), egzonukleaza I (New England Biolabs), peptid-N-glikozidaza F (PNGaza F)
(Promega), proteaza (Qiagen), sijalidaza A, rekombinantna iz Arthrobacter ureafaciens (ABS)

(Prozyme), termosenzitivna alkalna fosfataza (TSAP) (Promega).

3.2.3. Nukleinske kiseline i nukleotidi

DNA standard (engl. DNA ladder) (New England Biolabs), ANTP (smjesa dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Applied Biosystems), ddNTP (smjesa fluorescentno obiljezenih ddATP, ddCTP,
ddGTP, ddTTP) (Applied Biosystems), pocetnice gena HNF'1A4 za lan¢anu reakciju polimeraze
(Eurofins MWG Operon), M13 pocetnice za dvosmjerno sekvenciranje gena HNF 1A (Eurofins
MWG Operon).
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3.2.4. Komercijalni kompleti

QIlAamp DNA Mini Kit za izolaciju i pro¢iS¢avanje genomske DNA iz pune krvi (Qiagen), Big

Dye Terminator Sequencing Mix vi,1 za bidirekcionalno sekvenciranje (Applied Biosystems).

3.2.5. Plocice za pripremu i procis¢avanje uzoraka

ABgene PCR plocice s 96 jazica (Thermo Scientific), GHP Acroprep 0,20 um filter plo€ica s
polipropilenskom membranom (Pall), GHP Acroprep 0,45 pm filter plocica s polipropilenskom
membranom (Pall), Omega 10k MWCO Acroprep filter ploCica s polietersulfonskom
membranom (Pall), Performa DTR gel filtracijska ploCica (Edge Biosystems), plocice s 96

jazica za sakupljanje uzoraka (Waters).

3.2.6. Kromatografske kolone i plocice za nanosenje uzoraka

Acquity UPLC Glycan BEH amidna kolona, 130 A, 1,7 pum, 2,1 mm x 150 mm (Waters), Inertsil
Amide EX-Nano kapilarna kolona, 100 A, 3 pm, 0,1 mm x 150 mm (GL Sciences), MTP
AnchorChip 384 T F MALDI ploc¢ica za nanoSenje uzoraka (Bruker Daltonik).

3.3. Metode

3.3.1. Metode umnazanja i sekvenciranja DNA

3.3.1.1. Izolacija genomske DNA

Genomska DNA izolirana je iz uzoraka pune krvi koristenjem QIAmp DNA Mini Blood
kompleta, prema proizvodadevom protokolu (slika 12).”8 Ukratko, za izolaciju DNA koriste se
kolone sa silikatnom membranom koja selektivno veze DNA, dok se ostala prate¢a onecis¢enja
uklanjaju uzastopnim ispiranjem kolone. Proc¢is¢ena DNA se potom eluira pomocu vode ili
pufera s niskom koncentracijom soli (¢ (Tris) = 10 mmol L}, ¢ (EDTA) = 0,5 mmol L'}, pH =

9.0). Uzroci proc¢is¢ene DNA cuvani su na - 20 °C do daljnjeg koristenja.

|- 7381

Uzorak pune krvi Liziranje Vezanje DNA Ispiranje #1 Ispiranje #2 Eluiranje DNA  Prodi$¢ena DNA

Slika 12 Shematski prikaz izolacije i pro¢is¢avanja genomske DNA iz uzorka pune krvi.”
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3.3.1.2. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija izolirane 1 procis¢ene genomske DNA odredena je mjerenjem apsorbancije
pomocu uredaja Nanodrop ND-8000 (Thermo Scientific). Prilikom spektrofotometrijskog
odredivanja koncentracije DNA, koristen je volumen od 2 pnL uzorka, a apsorbancija je mjerena
na valnoj duljini od 260 nm. Kona¢na koncentracija DNA izracunata je iz dobivenog
apsorpcijskog spektra i odnosa pri kojem 50 pg ¢iste DNA ima A2 = 1.

Nadalje, iz dobivenog apsorpcijskog spektra procijenjena je i Cisto¢a uzorka DNA, pomocu
omjera apsorbancija Axs0/A2s0, gdje se omjer od ~1,8 smatra zadovoljavaju¢im. Ukoliko je
dobiveni omjer znatno nizi, to upucuje na prisutnost onecis¢enja u uzorku, kao §to su proteini

ili fenol.

3.3.1.3. Umnazanje DNA lancanom reakcijom polimeraze

Genomska DNA umnozena je lancanom reakcijom polimeraze (PCR, engl. polymerase chain
reaction) koriStenjem forward 1 reverse pocetnica za svih 10 eksona gena HNFI1A4. Sve PCR
reakcije izvedene su u visokoproto¢nom formatu, odnosno u plocici s 96 jazica. Reakcijska
smjesa ukupnog volumena od 12,5 pL sadrzavala je 2,5 uL DNA (y = 15 ng pL), 0.04 pL
DNA polimeraze AmpliTaq Gold (5 U uL') i 1 pL pripadajuceg pufera, 1 pL smjese dNTP-
ova, 0.04 uL forward i reverse poCetnica za odgovarajuc¢i ekson HNF1A4 gena te 0,6 pL. MgCl,
(c = 1,5 mmol L' za eksone 1, 3, 4 i 10, odnosno ¢ =2 mmol L za eksone 2, 5, 6, 7 i 8).
Reakcija se provodila u uredaju PTC-225 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) kroz 35 ciklusa
(jedino za ekson 9 kroz 45 ciklusa) denaturacije, sparivanja pocetnica i produljivanja DNA

lanca. PCR produkt skladisten je na - 20 °C do daljnjeg koriStenja.

3.3.1.4. Agarozna gel-elektroforeza i vizualizacija gelova

Kako bi se potvrdilo odgovaraju¢e umnazanje DNA od interesa, provedena je agarozna gel-
elektroforeza za svaki amplikon. Agarozni gel (y = 20 g L) pripremljen je otapanjem 5 g
agaroze u 250 mL 1 x TBE pufera (¢ (Tris) = 89 mmol L', ¢ (EDTA) = 2 mmol L', ¢ (borna
kiselina) = 89 mmol L', titrirano kloridnom kiselinom do pH = 8,3), zagrijavanjem u
mikrovalnoj peénici. Nakon otapanja agaroze, otopina je ohladena na ~ 60 °C te je u nju dodano
5 uL etidijevog bromida. Otopina je prenesena u kadicu za izvodenje elektroforeze s tri ¢eslja
od 32 zubaca. Uzorak svakog PCR produkta volumena od 5 pL. pomijesan je s 5 uL. Orange G
pufera za nanoSenje uzorka (Sigma-Aldrich) i naneSen na gel. U sve tri pocetne jaZice naneSeno

je 5 uL DNA standarda (razlike po 100 bp). Elektroforeza je provedena u puferu za
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elektroforezu (1 x TBE), u vremenu od 30 min pri 110 V. Gel je vizualiziran na uredaju Chemi-

Doc MP (Bio-Rad Laboratories) koriStenjem programa /mage Lab (Bio-Rad Laboratories).

3.3.1.5. Procis¢avanje PCR produkta

Kako bi se uklonile neugradene pocetnice i ANTP-ovi, dobiveni PCR produkti tretirani su
egzonukleazom I (20 000 U mL™") i termosenzitivhom alkalnom fosfatazom (100 U pL!) u
volumnom omjeru 1:1. Volumen od 2 pL PCR produkta pomijeSan je s 1 pL smjese enzima, te
je reakcija provedena na 37 °C u vremenu od 30 min, a potom je izvrSena deaktivacija oba

enzima zagrijavanjem uzorka na 80 °C u periodu od 15 min.

3.3.1.6. Sekvenciranje gena od interesa

Sekvenciranje svih umnozenih eksona gena HNFIA provedeno je Sangerovom metodom
sekvenciranja DNA u Laboratorijima za istrazivanje dijabetesa Sveucilista u Oxfordu. Ova se
tehnika temelji na selektivnoj ugradnji fluorescentno obiljezenih dideoksinukleotida (ddNTP)
enzimom DNA-polimerazom tijekom in vitro replikacije DNA.”® Reakcija sekvenciranja
provedena je koriStenjem smjese Big Dye Terminator Sequencing Mix vi, 1, koja se sastoji od
fluorescentno obiljezenih dideoksinukleotida, neobiljezenih deoksinukleotida 1 DNA-
polimeraze. Reakcijska smjesa ukupnog volumena od 10 pL sadrzavala je 3 puL procis¢enog
PCR produkta, 0,25 uL Big Dye Terminator Sequencing smjese, 1,875 pL Big Dye
pripadajuceg pufera, 2 uL M13 forward i reverse pocetnica za bidirekcionalno sekvenciranje 1
2,875 uL ultraciste vode. Reakcija sekvenciranja provedena je u uredaju PTC-225 Peltier
Thermal Cycler (MJ Research) kroz 25 ciklusa denaturacije, sparivanja pocetnica i
produljivanja DNA lanca. Dobiveni produkti sekvenciranja razrijedeni su s 5 pL ultraciste
vode, te su preneSeni na Performa DTR gel-filtracijsku plocicu, a u svrhu proc¢is¢avanja DNA
od prate¢ih oneciS€enja, poput neugradenih pocetnica, dNTP-ova i soli. PloCica je
centrifugirana 5 min na 850 g, a eluat skupljen u ¢istu PCR plo€icu, ukoncentriran susenjem na
70 °C u periodu od 90 min, te u konacnici resuspendiran u 10 pL ultraciste vode. Konacno
¢itanje DNA sekvence izvedeno je na ABI 3730 DNA analizatoru (Applied Biosystems) s 48
kapilara, a dobiveni elektroferogrami analizirani su programom Mutation Surveyor v5,1 (Soft

Genetics).

3.3.1.7. Procjena patogenosti pronadenih rijetkih varijanti gena HNF1A4
Potencijal za uzrokovanje bolesti pronadenih varijanti procijenjen je uzimajuci u obzir klinicke

karakteristike pacijenata, kosegregaciju dijabetesa i pronadene varijante kod zahvacenih
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¢lanova obitelji, te in silico analizom nesinonimnih varijanti koriste¢i programe SIFT (Sorting
Intolerant from Tolerant), PPH2 (Polyphen 2) i Provean za predvidanje njihove tolerancije.
Ucinak na prekrajanje procijenjen je koriStenjem programa Human Splicing Finder 1
MaxEntScan. Procijenjena je 1 uCestalost identificiranih rijetkih varijanti gena HNFIA u javno
dostupnim bazama podataka o 60 706 eksoma iz Exome Sequencing Aggregation Consortium

(ExAC, Broad Institute; http://exac.broadinstitute.org) 1 72D-GENES studije

(http://www.type2diabetesgenetics.org/projects/t2dGenes), ¢iji su ispitanici pacijenti s

dijabetesom tipa 2 i zdrave kontrole. Opcenito, ukoliko je pronadena varijanta prisutna u opcoj
populaciji neke od navedenih baza, to upucuje da nije kauzalna za MODY, premda nije
nemoguce da je 1 neki pacijent s HNF1A-MODY-em bio ukljuen u navedene studije. Za
varijante nepoznate patogenosti pretrazeni su literaturni podatci te su ispitane funkcionalnim

studijama.

3.3.2. Metode analize N-glikana ukupnih proteina plazme

3.3.2.1. Denaturacija i deglikozilacija ukupnih proteina plazme

Postupak je izveden u visokoprotocnom formatu, koriStenjem plocica s 96 jazica, prema
utvrdenom protokolu.®® Uzorak plazme svakog ispitanika (¥ = 10 pL) denaturiran je dodatkom
20 uL SDS-a (y =20 g L") i povi§enom temperaturom (inkubacija od 10 min pri 65 °C). Uzorci
su ohladeni na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min te je svakom od njih dodano 10 pL
detergenta igepala CA-630 (¢ = 4 %), kako bi se deaktivirao suviSak SDS-a, a plocica je uz
protresanje inkubirana na sobnoj temperaturi u periodu od 15 min. Ukupni proteini plazme
deglikozilirani su dodatkom 1,2 U PNGaze F u 10 pL 5 x PBS-a (¢ (NaCl) = 685 mmol L, ¢
(KC1) = 13,5 mmol L'}, ¢ (Na;HPO4) = 50 mmol L', ¢ (KH2PO4) = 9 mmol L™, titriran s NaOH
do pH =7,4). PNGaza F cijepa N-glikozidnu vezu proksimalnog GlcNAc-a glikana i asparagina
proteinske okosnice mehanizmom prikazanim na slici 13. Reakcija otpustanja N-glikana

provedena je preko noci na temperaturi od 37 °C.

3.3.2.2. Fluorescentno obiljezavanje i procis¢avanje otpustenih N-glikana

Otpusteni N-glikani derivatizirani su fluorescentnom bojom 2-aminobenzamidom (2-AB),
reakcijom reduktivne aminacije (slika 14). Smjesa za obiljeZavanje sastojala se od 2-AB-a (y =
19,3 g L") i reducensa 2-pikolin borana (2-PB) (y = 44,8 g L") otopljenih u smjesi ledene octene
kiseline i DMSO-a (w = 70 : 30). Svakom uzorku dodano je po 25 uL smjese za obiljeZzavanje,
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nakon Cega je slijedila inkubacija od 2 h na 65 °C, kako bi se provela reakcija obiljezavanja. Po
zavrSetku inkubacije uzorke je potrebno procistiti od pratecih oneciS¢enja, poput proteina,
suviska fluorescentne boje, reducensa i ostalih reagensa. U tu se svrhu koristi tekucinska
kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama uz ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (HILIC-
SPE, engl. hydrophilic interaction liquid chromatography — solid phase extraction). Nakon
hladenja na sobnoj temperaturi (~ 30 min), svakom uzorku dodano je 700 uL acetonitrila (ACN)
(kona¢ni udio ¢ = 96 %) te su uzorci aplicirani na GHP Acroprep 0,20 um filter plocicu.
Prethodno se filter plo€ica pripremila ispiranjem s 200 pL etanola (¢ =70 %) 1 200 pL ultraciste
vode (po jazici), a zatim se u posljednjem koraku uravnotezila dodatkom 200 pL. ACN-a (¢ =
96 %). U svakom se od ovih koraka otapalo uklonilo primjenom vakuuma na uredaju Vacuum
Manifold (Pall). Nakon nanoSenja na filter ploCicu, svaki uzorak ispran je pet puta s 200 puL
ACN-a (p = 96 %). U zavrSnom koraku slijedila je elucija glikana s membrane filter plocice.
Fluacija glikana provela se u dva istovjetna koraka; u svaku jazicu dodano je po 100 pL vode,
plocica je inkubirana 15 min na sobnoj temperaturi uz protresanje, a eluat je prikupljen
centrifugiranjem kroz 5 min pri 164 g u Eppendorf 5840 centrifugi (Eppendorf) u plocicu za

skupljanje uzoraka. Dobiveni procis¢eni N-glikani skladisteni su na—20 °C do daljnje upotrebe.
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Slika 13 Shematski prikaz enzimskog otpustanja N-glikana peptid-N-glikozidazom F. Preuzeto i
prilagodeno iz Wang i sur., 2014 3!
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H H C HOH,C
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aciklicki glikan oznaka Schiffova baza fluorescentno obiljeZeni glikan

Slika 14 Mehanizam obiljezavanja glikana fluorescentnom oznakom u reakciji reduktivne aminacije

3.3.2.3. Razgradnja N-glikana sijalidazom

Razgradnja N-glikana sijalidazom provedena je kako bi se uklonila interferencija sijalinskih
kiselina na kromatografsko razdvajanje N-glikana i povecala preciznost mjerenja. Enzim
sijalidaza A uklanja terminalnu 0-2-3,6,8,9-vezanu N-acetilneuraminsku kiselinu. Od svakog
uzorka prociS¢enih i fluorescentno obiljezenih N-glikana dobivenih u prethodnom koraku uzet
je alikvot od 100 pL i ukoncentriran suSenjem u vakuum koncentratoru SpeedVac SC210
(Thermo Scientific). Potom je svaki osuseni uzorak resuspendiran u 7 pL. vode te mu je dodan
1 uL sijalidaze A (5 U mL!)i2 uL 5x pufera za sijalidazu (¢ (Na3sPO4) = 250 mmol L'}, pH =
6,0), a reakcijska smjesa inkubirana je preko no¢i na 37 °C. Po zavrSenoj desijalinizaciji enzim
se 1z reakcijske smjese uklonio pomocéu Omega 10k MWCO Acroprep filter plocice. Prije
nanoSenja uzoraka plocica je isprana s 200 pL acetonitrila (p =50 %) 1 200 pnL vode (po jaZici).
Otapalo se u svim koracima uklonilo primjenom vakuuma. Svakom se desijaliniziranom uzorku
dodalo dva puta po 50 pL vode te je prebacen na 10 kDa filter ploc€icu, a filtrat skupljen u
plo€icu za skupljanje uzoraka. Filter plocCica je u zadnjem koraku isprana sa 100 pL vode, a
filtrat skupljen u istu ploCicu za skupljanje uzoraka. Dobiveni procis¢eni i desijalinizirani
glikani (V. = 200 pL) ukoncentrirani su suSenjem u vakuum koncentratoru te resuspendirani u

100 pL vode, kako bi se dobila priblizno pocetna koncentracija glikana (prije desijalinizacije).

3.3.2.4. Analiza N-glikana tekuc¢inskom kromatografijom

Fluorescentno obiljezeni N-glikani (netretirani i desijalinizirani) analizirani su teku¢inskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama (HILIC-
UPLC).*® Navedena analiza provedena je na uredaju Waters Acquity UPLC H Class (Waters),
sastavljenim od modula za upravljanje otapalima (QSM, engl. quaternary solvent manager),
modula za upravljanje uzorcima (SM, engl. sample manager) 1 fluorescencijskog (FLR)
detektora, a uredaj je bio pod nadzorom programa Empower 2, 2145 (Waters). Uzorci su

pripremani mijeSanjem s acetonitrilom y (uzorak : ACN) =25 : 75, konacnog volumena V' =50
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nL, od cega je injektirano 40 pL. Obiljezeni su N-glikani bili razdvajani na amidnoj BEH
Glycan koloni, duljine 150 mm, unutarnjeg promjera 2,1 mm, veli¢ine Cestica 1,7 pm. Pokretnu
fazu ¢inio je amonijev formijat (HCOONH4) (¢ = 100 mM L', pH = 4,4) kao otapalo A i
acetonitril kao otapalo B, a razdvajanje je provedeno uz linearni gradijent otapala (tablica 3) pri
protoku od 0,561 mL min™! tijekom 25 min. Uzorci su odrzavani na temperaturi od 5 °C prije
injektiranja, dok je razdvajanje na koloni provedeno na 25 °C. Fluorescentno obiljezeni glikani
detektirani su pri valnoj duljini ekscitacije 1 emisije za 2-AB (Aex = 250 nm, Aey = 428 nm).
Kromatografski sustav kalibriran je koriStenjem vanjskog standarda hidroliziranih 1
fluorescentno obiljezenih oligomera glukoze (2-AB obiljeZzenim dekstranom), pri ¢emu su
retencijska vremena glikana prevedena u glukozne jedinice (GU, engl. glucose unit). Svaki
kromatogram obradio se automatskom metodom integriranja, nakon cega je manualno
ispravljen kako bi se osigurala ujednacenost integriranja. Kromatogrami netretiranih N-glikana
ukupnih proteina plazme razdvojeni su na 42 kromatografska pika, unutar kojih su glikanske
strukture prethodno odredene i poznate (tablica 4).8? Kromatogrami desijaliniziranih N-glikana
razdvojeni su na 32 kromatografska pika, unutar kojih glikanske strukture nisu poznate, a Cije
je odredivanje provedeno unutar ovog doktorskog rada. Relativna koli¢ina glikana unutar

svakog pika izrazena je kao postotak ukupne povrsine svih integriranih pikova.

Tablica 3 Gradijent otapala za HILIC-UPLC profiliranje N-glikana ukupnih proteina plazme

Vrijeme (min) | Protok (mL min') | Otapalo A (%) | Otapalo B (%)
00,00 0,561 30 70
01,47 0,561 30 70
24,81 0,561 47 53
25,50 0,250 100 0
27,00 0,250 100 0
28,00 0,250 30 70
31,50 0,561 30 70
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Tablica 4 N-glikom ukupnih proteina plazme

Kromatografski pik

GP1

GP2

GP3
GP4

GP5
GPé6

GP7

GP8

GP9

GP10+11

GP12

GP13

GP14

GP15

Broj strukture
1

[cAEN e QI RN SNEUS Y \S)

N\l

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

GU*
5,78
5,78
5,88
6,18
6,24
6,24
6,24
6,38
6,38
6,55
6,71
6,71
6,71
6,84
6,95
7,08
7,08
7,08
7,20
7,20
7,38
7,38
7,62
7,62
7,62
7,62
7,62
7,62
7,76
7,76
7,76
7,76
7,92
7,92
7,92
7,92
7,92
7,92
7,92
8,03
8,03
8,03
8,03
8,20
8,20
8,38
8,38
8,38

Struktura glikana**
A2B

Al[3]G1

FA2

M5

FA2B

FA1[6]G1
A2[6]G1
FA1[3]Gl1
A2[3]G1
A2[6]BGl1
A2[3]BGlI
FA2[6]G1
M4A1Gl1
FA2[3]Gl1
FA2[6]BGlI
FA2[3]BGlI

M6 D1 ili D2
M6 D3
A1[3]GIS[3]1
A2G2
A1[3]G1S[6]1
A2BG2
MS5AI1GI
FA2G2
A2[3]G1S[3]1
A2[3]G1S[6]1
FA1G1S[3]1
FA1G1S[6]1
FA2BG2

M7 D3
A2[6]BG1S[3]1
A2[6]BG1S[6]1
A2[3]IBG1S[3]1
A2[31BGIS[6]1
FA2[6]G1S[3]1
FA2[6]G1S[6]1
M4A1G1S[3]1
M4A1GIS[6]1
M7 D1
FA2[3]G1S[3]1
FA2[3]G1S[6]1
FA2[6]BGI1S[3]1
FA2[6]BGI1S[6]1
FA2[3]BGIS[3]1
FA2[3]BGI1S[6]1
A2G285[3]1
A2G25[6]1
A3G3
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Kromatografski pik
GP16

GP17+18

GP19

GP20+21

GP22

GP23

GP24

GP25

GP26

GP27+28

GP29

Broj strukture
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

GU*
8,53
8,53
8,63
8,63
8,63
8,63
8,63
8,80
8,80
8,80
9.02
9.02
9,21
9,21
9,21
9,21
9,21
9,43
9,43
9,43
9,62
9,62
9,62
9,62
9,62
9,79
9,79
9,79
9,79
9,79
9,79
10,04
10,04
10,04
10,04
10,17
10,17
10,17
10,17
10,17
10,17
10,17
10,31
10,31
10,31
10,43
10,43
10,43
10,60
10,77

Struktura glikana**

A2BG2S[3]1
A2BG2S[6]1
M5A1GI1S[3]1
M5A1G1S[6]1
FA3G3

MS D2, D3
A2G2S[3]1
FA2G2S[3]1
FA2G2S[6]1
MS D1, D3
FA2BG2S[3]1
FA2BG2S[6]1
A2F1G2S[3]1
A2F1G2S[6]1
A2G2S[3,3]2
A2G2S[3,6]2
FA2G2S[3,3]2
A3G3S[3]1
A3G3S[6]1
M9
A3BG3S[3]1
A3BG3S[6]1
A2G2S[3,3]2
A2G2S[3,6]2
A2G2S[6,6]2
FA3G3S[3]1
FA3G3S[6]1
FA3BG3S[3]1
A2BG2S[3,3]2
A2BG2S[3,6]2
A2BG2S[6,6]2
A3F1G3S[3]1
FA2G2S[3,3]2
FA2G2S[3,6]2
FA2G2S[6,6]2

FA2BG2S[3,3]2
FA2BG2S[3,6]2
FA2BG2S[6,6]2

A2F1G2S[3,3]2
A2F1G2S[3,6]2
A2F1G2S[6,6]2
M9Glc
A3G3S[3,3]2
A3G3S[3,6]2
A3G3S[6,6]2
A3BG3S[3,3]2
A3BG3S[3,6]2
A3BG3SJ[6,6]2
A4G4S[3]1
FA3G3S[3,3]2
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Kromatografski pik

GP30

GP31

GP32

GP33

GP34

GP35

GP36

GP37

GP38

GP39

GP40

GP41

Broj strukture
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

GU*

10,77
10,77
10,77
10,96
10,96
10,96
11,14
11,14
11,14
11,14
11,14
11,28
11,28
11,54
11,54
11,54
11,54
11,54
11,72
11,72
11,72
11,89
11,89
11,89
11,89
12,03
12,03
12,03
12,03
12,03
12,03
12,03
12,15
12,15
12,33
12,33
12,48
12,48
12,48
12,48
12,67
12,67
12,67
12,67
12,78
12,96
13,27
13,27
13,27
13,47

Struktura glikana**

FA3G3S[3,6]2
FA3G3S[6,6]2
A3G3S[3,3]2
A3G3S[3,3,3]3
A3F1G3S[3,3]2
A4G4S[6]1
A3G3S[3.,3,6]3
A3G3S[3,6,6]3
A3BG3S[3,3,3]3
A3BG3S[3,3,6]3
A3BG3S[3,6,6]3
FA3G3S[3,3,3]3
FA3BG3S[3,3,3]3
A4G4S[3,6]2
A3G3S[3,3,3]3
A3G3S[3,3,6]3
A3G3S[3,6,6]3
A3G3S[6,6,6]3
A3BG3S[3.,3,3]3
A3BG3S[3,3,6]3
A3BG3S[6,6,6]3
FA3G3S[3,3,3]3
FA3G3S[3,3,6]3
FA3G3S[3,6,6]3
FA3G3S[6,6,6]3
A3G3S[3,3,3]3
A3G3S[3,3,6]3
A3G3S[3,6,6]3
A3F1G3S[3,3,3]3
A3F1G3S[3,3,6]3
FA3BG3S[3,3,3]3
FA3BG3S[6,6,6]3
A4G4S[3,3,3]3
A3F1G3S[3,6,6]3
A4G4S[3,3,6]3
A4G4S[3,6,6]3
A4F1G3S[3,3,3]3
A3F2G3S[3,3,3]3
A4F1G3S[3,3,6]3
A4F1G3S[3,6,6]3
A3F2G3S[3,3,6]3
A4F2G3S[3,3,3]3
A4F2G38[3,3,6]3
A4G4S[3,3,3,3]4
A4G4S[3,3,3,3]4
A4G4S[3,3,3,6]4
A4G4S[3,3,3,6]4
A4G4S[3,3,6,6]4
A4G4S[3,6,6,6]4
A4G4S[3,3,3,3]4
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Kromatografski pik | Broj strukture GU* Struktura glikana**
149 13,47 FA4G4S[3,3,3,3]4
150 13,47 FA4G4S[3,3,3,6]4
151 13,47 A4BG4S[3,3,6,6]4
152 13,82 A4F1G48S[3,3,3,3]4
153 13,82 A4F1G485][3,3,3,6]4
154 13,82 A4F1G48S[3,3,6,6]4
155 13,82 A4F1G45[3,6,6,6]4

GP42 156 13,99 A4G4LacS[3,3,3,314
157 13,99 A4G4LacS[3,3,3,6]4
158 13,99 A4F2G48S[3,3,3,3]4
159 13,99 A4F2G48S[3,3,6,6]4
160 14,43 A4F3G45S[3,3,3,3]4

* GU — glukozne jedinice (engl. glucose unir)

**Simboli struktura: svi N-glikani imaju dva srzna GlcNAc-a; F na pocetku kratice oznacava srznu fukozu a-1,6-
vezanu za srzni GlcNAc; Mx, broj (x) manoza vezanih na dva srzna GIcNAc-a; D1 oznacava da se a-1,2-manoza
nalazi na Man-a-1,6-Man-a-1,6 ruci, D2 na Man-a-1,3-Man-o-1,6 ruci, D3 na Man-a-1,3 ruci kod M6, odnosno
Man-a-1,2-Man-a-1,3 ruci kod M7 i M8; Ax, broj antena (GlcNAc-a) na bazi od tri manoze; A2, biantenar s oba
B-1,2-vezana GIcNAc-a; A3, triantenar s -1,2-vezanim GlcNAc-om na dvije manoze i tre¢im B-1,4-vezanim
GlcNAc-om na a-1,3-vezanu manozu; A4, vezanje isto kao i kod A3, jedino je dodatni GleNAc B-1,6-vezan na a-
1,6-vezanu manozu; B, ra¢vajuéi (engl. bisecting) GlcNAc B-1,4-vezan na B-1,3-vezanu manozu; Gx, broj (x) B-
1,4-vezanih galaktoza (na antenama); Fx, broj (x) a-1,3-vezanih fukoza na antenarne GlcNAc-ove; Sx, broj (x)
sijalinskih kiselina vezanih na galaktozu; Lac (x), broj (x) laktozaminskih lanaca (Gal-p-1,4-GlcNAc). Preuzeto i
prilagodeno iz Saldova i sur., 2014.%

3.3.2.5. Izracun deriviranih parametara fukozilacije ukupnih proteina plazme

Na temelju prija$njih rezultata®', o¢ekivano je da ée promjene glikozilacije proteina, kao
posljedice inaktiviraju¢ih rijetkih HNFIA varijanti, biti najviSe izraZzene kod fukozilacije
plazmatskih proteina. Stoga su izvedeni i derivirani parametri koji opisuju fukozilaciju ukupnih
proteina plazme, na temelju podataka dobivenih HILIC-UPLC profiliranjem netretiranih N-
glikana (tablica 5).

Tablica S Derivirani parametri fukozilacije ukupnih proteina plazme

Derivirani
Opis Formula
parametar
An(F Udio antenarno fukoziliranih struktura u (0,23 GP30 + 0,8 GP35 + 0,14 GP36 + GP38 +
ntFuc
ukupnom N-glikomu plazmatskih proteina | 0,33 GP39 + 0,84 GP42) / GP
Udio srzno fukoziliranih tri- i tetra- (0,25 GP24 + 0,16 GP29 + GP32 + GP34 +
CorFuc antenarnih struktura u ukupnom N- 0,15 GP35 + 0,1 GP41)/ GP
glikomu plazmatskih proteina
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Derivirani
Opis Formula
parametar
A3F / (A3F + A3)
Udio antenarno fukoziliranih triantenarnih | A3F = (0,23 GP30 + 0,8 GP35 + 0,14 GP36 +
Indeks_1 struktura u ukupnim triantenarnim 0,2 GP38 + 0,15 GP39)
strukturama A3 = (0,22 GP22 + GP27+28 + 0,68 GP29 +
0,7 GP30 + GP31 + GP33+ 0.05 GP35)
A4F / (A4F + A4)
Udio antenarno fukoziliranih
A4F = (0,8 GP38 + 0,18 GP39 + 0,84 GP42)
Indeks_2 tetraantenarnih struktura u ukupnim
) A4 = (0,15 GP29 + 0.07 GP30 + 0.03 GP33 +
tetraantenarnim strukturama
0,87 GP36 + GP37 + 0,65 GP39 + GP40)
Udio antenarno fukoziliranih tri- i tetra- (A3F + A4F) / (A3F +A4F + A3 + A4)
Indeks_3 antenarnih struktura u ukupnim tri- i tetra-

antenarnim strukturama

] ] o A3F / FA3
Omjer antenarno i srzno fukoziliranih
Indeks_4 FA3 = (0,25 GP24 + 0,16 GP29 + GP32 +
triantenarnih struktura
GP34 + 0,13 GP35)

Omjer antenarno i srzno fukoziliranih A4F / FA4
Indeks_5

tetraantenarnih struktura FA4 =0,1 GP41

Omjer antenarno i srzno fukoziliranih (A3F + A4F) / (FA3 + FA4)
Indeks_6

triantenarnih i tetraantenarnih struktura

3.3.2.6. Sekvenciranje glikana enzimskim reakcijama egzoglikozidaza

U svrhu potvrdivanja ve¢ poznatih i odredivanja nepoznatih glikanskih struktura prisutnih u
pojedina¢nim kromatografskim pikovima provedena je dijagnosticka razgradnja N-glikana
egzoglikozidazama. Egzoglikozidaze su enzimi koji specifi¢no kidaju odredene monosaharide
s nereducirajucih krajeva glikana, pokazujuéi i odredeni stupanj specificnosti za glikozidne
veze. Dakle, pazljivim odabirom pojedinog enzima ili cijelog niza enzima moze se odrediti
vrsta vezanog monosaharida, a u odredenim sluc¢ajevima i tip glikozidne veze.

Razgradnja N-glikana obiljeZzenih 2-AB-om provedena je koriStenjem sljede¢ih enzima:
sijalidaza A, rekombinantna iz Arthrobacter ureafaciens (ABS; 5 U mL™'), sa Sirokom
specifi¢nos¢u za a-sijalinsku kiselinu, B-1-3,4-galaktozidaza iz govedih testisa (BTG; 5 U mL"
1, a-1-2,3,4,6-fukozidaza iz govedih bubrega (BKF; 5 U mL™!) (Siroke specifi¢nosti, premda
pokazuje najveci afinitet za al-6-vezanu fukozu), B-N-acetilheksozaminidaza, rekombinantna

iz Streptococcus pneumoniae (GUH; 40 U mL™) (uklanja B-1-2,3,4,6-vezani GIcNAc s
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kompleksnih glikana), o-1-2,3,6-manozidaza iz graha (JBM; 150 U mL™), a-1-3,4-fukozidaza
iz badema (AMF; 4 000 U mL"") (ne uklanja o-1,6-vezanu srznu fukozu) (slika 15).
Reakcijske smjese sastavljene od obiljezenih N-glikana i egzoglikozidaza inkubirane su preko
noéina 37 °C u natrijevom citrat-fosfatnom puferu (¢ = 50 mmol L', pH = 5,5), jedino za enzim
JBM u natrijevom acetatu (¢ = 100 mmol L™, ¢ (Zn?") =2 mmol L}, pH = 5,0). Kombinacije
upotrebljenih egzoglikozidaza, kao i reakcijski volumeni prikazani su u tablici 6. Nakon
zavrSetka razgradnje, enzimi su uklonjeni iz reakcijske smjese koristenjem Omega 10k MWCO
Acroprep filter plocice, prema postupku opisanom u poglavlju 3.3.2.3. Ukoncentrirani (osuseni)
uzorci resuspendirani su u 7,5 pL vode te pomijesani s 22,5 pL acetonitrila (y (uzorak : ACN)
= 25 : 75), te analizirani HILIC-UPLC-om, na nacin opisan u poglavlju 3.3.2.4. Volumen
injekcije iznosio je 25 pL. Primjer sekvenciranja glikana razgradnjom pomocu egzoglikozidaza

1 profiliranjem HILIC-UPLC-om dan je na slici 16.

ABS
BKF GUH

mle

~

JBM

Slika 15 Mjesta djelovanja uobicajeno koriStenih egzoglikozidaza za sekvenciranje glikana. ABS
otpusta a-2-3,6,8-vezanu terminalnu sijalinsku kiselinu (NeuNAc i NeuNGc); NAN 1 otpusta a-2-3-
vezanu terminalnu sijalinsku kiselinu (NeuNAc i NeuNGc); AMF otpusta a-1-3,4-vezanu fukozu, no
ne i a-1,6-vezanu srznu fukozu; BKF uklanja a-1-2,3,4,6-vezanu fukozu; uklanja B-1-3,4-vezanu
galaktozu; GUH uklanja -1-2,3,4,6-vezani GlcNAc (ali ne i ra¢vajuéi GIcNAc); JBM uklanja s ve¢im
afinitetom a-1-2,6-vezanu manozu, nego a-1,3-vezanu manozu. Preuzeto i prilagodeno iz Marino i sur.,
2010.3°
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Tablica 6 Kombinacije enzima kori$tene za sekvenciranje N-glikana (netretiranih i desijaliniziranih)

netretirani N-glikani desijalinizirani NV-glikani
Egzoglikozidaza V(enzim/ pufer/ | Egzoglikozidaza V(enzim/ pufer/
uzorak) (uL) uzorak) (uL)
ABS 1/1/3 samo uzorak 0/0/3
JBM 2/2/6 JBM 2/2/6
ABS+BKF 2x1/2x0,5/2 BKF 1/1/3
ABS+AMF 2x1/2x0,5/2 AMF 1/1/3
ABS+AMF+BKF 3x1/3x0,67/5 | AMF+BKF 2x1/2x0,5/2
ABS+AMF+BKF+BTG 4x1/4x0,5/4 | AMF+BKF+BTG 3x1/3x0,67/5
ABS+BKF+AMF+BTG+GUH 5x1/5x0,4/3 BKF+AMF+BTG+GUH 4x1/4x0,5/4
ABS+BKF+AMF+BTG+GUH | 5x1/5x0,4/3 > | BKF+AMF+BTG+GUH 4x1/4x0,5/4 >
> IBM 2/2/6 > JBM 2/2/6
. Y
O O
. ..>. - > a - :>. L
w o O
\ .
O
l l comm
¢ O
/ netretirano
ABS
ABS+BTG
n
- :)- mn /
ABS+BTG+BKF
Cemwm
ABS+BTG+BKF+GUH
|a|||||||~l'¢rllﬁ1ﬁl*rr[l‘l*ll[rllﬁ]lllllmln
10 15 25 30 35 40 45
I | I I I I GU
- 5 6 7 8 9

Slika 16 Princip sekvenciranja glikana koristenjem egzoglikozidaza. Kombiniranjem specificnih
egzoglikozidaza sa znanjem o doprinosu pojedina¢nog monosaharida povrsini kromatografskog pika
omogucena je analiza oligosaharidne sekvence i odredivanje glikozidne veze. Preuzeto i prilagodeno iz

Marino i sur., 2010.5°
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3.3.2.7. Spektrometrija masa otpustenih i obiljezenih N-glikana
U svrhu potvrde prisutnosti odredenih glikanskih struktura, te za njihovu dodatnu
karakterizaciju unutar pojedinacnih kromatografskih pikova, uzorci su analizirani i metodama

spektrometrije masa.

MALDI-TOF-MS analiza N-glikana

Skupljeni kromatografski pikovi s fluorescentno obiljezenim desijaliniziranim N-glikanima
analizirani su MALDI spektrometrijom masa. Na MTP AnchorChip plo¢icu naneseno je po 1
uL uzorka zajedno s 1 uL otopine matriksa (y (2,5-DHB) = 5 g L'}, ¢ (NaOH) =1 mmol L,
otapalo yw (voda : ACN) = 50 : 50) te je smjesa ostavljena da se osusi pri ambijentalnim
uvjetima. OsuSena smjesa N-glikana i matriksa rekristalizirana je s 0,2 puL etanola. Uzorci su
analizirani na spektrometru masa Ultraflex TOF/TOF (Bruker Daltonik) matricom
potpomognutom ionizacijom laserskom desorpcijom (MALDI) — vrijeme leta (TOF) —
spektrometrijom masa (MS) u pozitivhom nacinu ionizacije koriste¢i reflektron. Uredaj je bio
opremljen UV laserom Smartbeam-II, te pod nadzorom programa Flexcontrol 3,4 Build 119
(Bruker Daltonik). Sustav je kalibriran koriStenjem N-glikana ukupnih proteina plazme kao
standarda. Uvjeti analize bili su sljedeci: akcelercijski napon 25 kV, odgoda ekscitacije 140 ns,
laserska frekvencija 200 Hz uz 10 000 pucnjeva po spektru. Radno podrucje snimanja masa
instrumenta postavljeno je u rasponu 550 — 3000 m/z. Tandemna spektrometrija masa (MS/MS)

je napravljena za najzastupljenije pikove u spektru pomocu laserom inducirane disocijacije.

nanoLC-ESI-MS analiza N-glikana

Odredeni skupljeni kromatografski pikovi s fluorescentno obiljezenim N-glikanima (netretirani
1 desijalinizirani) analizirani su i1 nano tekucinskom kromatografijom temeljenom na
hidrofilnim interakcijama (HILIC-nanoLC) spregnutom sa spektrometrijom masa. Navedena
analiza provedena je na uredaju za kromatografiju Waters Nano Acquity UPLC M Class
(Waters), sastavljenim od modula za upravljanje otapalima (uBSM, engl. u binary solvent
manager) 1 modula za upravljanje uzorcima (SM, engl. sample manager), spregnutim sa
spektrometrom masa Synapt G2-Si (Waters), opremljenog elektrosprej izvorom iona (ESI),
kvadrupolnim analizatorom i detektorom vremena leta (TOF, engl. time of flight). Uredaji su
bili pod nadzorom programa MassLynx (Waters). Uzorci su pripremani mijeSanjem s

acetonitrilom y (uzorak : ACN) =30 : 70, kona¢nog volumena V=10 uL, od ¢ega je injektirano
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2 pL. N-glikani su bili razdvajani na amidnoj Inertsil EX-Nano koloni, duljine 150 mm,
unutarnjeg promjera 0,1 mm, veli¢ine Cestica 3 um. Pokretnu fazu ¢inio je amonijev formijat
(HCOONH4) (¢ = 50 mmol L', pH = 4,4) kao otapalo A i acetonitril kao otapalo B, a
razdvajanje je provedeno uz linearni gradijent 65 — 50 % otapala B pri protoku od 0,75 pL
min! tijekom 60 min. Uzorci su odrzavani na temperaturi od 10 °C prije injektiranja, dok je
razdvajanje na koloni provedeno na 60 °C. Uvjeti ionizacije u izvoru iona bili su sljedeéi:
temperatura 100 °C, tlak dusika 0,5 bar, napon kapilare 2,5 kV te napon stosca 60 V. Radno
podrucje snimanja masa instrumenta postavljeno je u rasponu 550 — 3000 m/z. Trajanje
skeniranja jednog spektra iznosilo je 1 s. Tandemna spektrometrija masa (MS/MS) napravljena

je za tri najzastupljenija pika u spektru.

3.4. Statisticka obrada podataka

Deskriptivna statistika za opisivanje istrazivane populacije izvedena je u programu SPSS
Statistics verzija 23 (IBM). Kontinuirane varijable s normalnom raspodjelom izrazene su kao
srednja vrijednosti = standardna devijacija, dok su one s neparametarskom raspodjelom
izrazene kao medijan =+ interkvartilni raspon. Kategoricke su varijable izrazene kao postoci. Za
usporedbu grupa koristen je Kruskal-Wallis test. Razlike u frekvenciji kategorickih varijabli
ispitane su koriStenjem Chi-kvadrat testa. Znacajne su razlike pretpostavljene za p-vrijednosti
<0,05.

Glikanski podatci analizirani su programom R v.3.0.1. Podatci su najprije normalizirani na
ukupnu povrsinu (engl. total area normalization), gdje se udio povrSine svakog glikanskog
(kromatografskog) pika podijeli ukupnom povrsinom odgovaraju¢eg kromatograma, kako bi
mjerenja razli¢itih uzoraka postala usporediva. Podatci su takoder korigirani na razlike u
serijama (engl. batch correction), koriStenjem ComBat metode nad normaliziranim i
logaritmiranim podatcima, gdje se tehnicki uzroci varijacije modeliraju kao kovarijat odredene
serije eksperimenta. Kovarijat je neka izvanjska okolnost koju nije moguce kontrolirati, a utjece
na zavisnu varijablu, §to ometa promatranje utjecaja neke nezavisne varijale, pa se stoga
ukljucuje u model. Uz izravno mjerene glikanske skupine (GP) i desijalinizirane glikanske
skupine (DG), izraunato je i nekoliko deriviranih parametara iz izravno mjerenih glikanskih
parametara. Analiza povezanosti statusa bolesti s glikanskim svojstvima provedena je

koriStenjem opceg linearnog modela, u koji su dob i spol ukljuceni kao dodatni kovarijati.
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Analize su najprije provedene za svaku populaciju zasebno (hrvatsku i englesku), a zatim su
kombinirane koriste¢i vaganu meta-analizu inverzne varijance. Prije navedenih analiza sve su
glikanske varijable transformirane metodom inverzne transformacije rankova u varijable s
normalnom raspodjelom (srednja vrijednost = 0, standardna devijacija = 1). Koristenjem rank-
transformiranih varijabli ¢ini procijenjene efekte razlicitih glikana usporedivim, budu¢i da
transformirani glikanski podatci imaju istu standardiziranu varijancu. U tom su slucaju
procijenjeni efekti uvijek posljedica razlika medu grupama, izraZeni u jedinicama standardne
devijacije. Stopa lazno pozitivnih rezultata (FDR, engl. false discovery rate) kontrolirana je
koristenjem Benjamini-Hochberg postupka.

Za predvidanje statusa bolesti koriStene su linearna regresija i regularizirana logisticka
regresija. Logisticki model koriSten je u bivarijantnoj regresijskoj analizi klasifikacije
(koriStenjem samo jednog glikanskog svojstva po modelu). Za visestruku regresijsku analizu
klasifikacije (koristi se vise od jednog glikanskog svojstva kao prediktor u modelu) koristen je
regulariziran logisticki model. U bivarijantnoj regresijskoj analizi klasifikacije koriSteni su
inicijalni 1 derivirani glikanski parametri, dok su kod visestruke regresijske analize klasifikacije
koriStena samo inicijalna glikanska svojstva. Kako bi se procijenila ucinkovitost
regulariziranog logisti¢kog prediktivnog modela, koristena je metoda unakrsne validacije (engl.
cross validation), s k vrijedno$¢u 10. Predvidanja svakog postupka validacije spojena su u jedan
validacijski set, na temelju kojeg je procijenjena ucinkovitost modela ROC krivuljom (engl.
receiver operating characteristic curve).

ROC krivulja se koristi za procjenu uc¢inkovitosti novog dijagnostickog (prognostickog) testa
ili biljega.3® Za provodenje ROC Kklasifikacije potrebne su kontinuirane varijable, a graf se
dobiva unoSenjem osjetljivosti (stvarno pozitivnih) nasuprot specifi¢nosti (stvarno negativnih)
mnogih nasumicno testiranih grani¢nih vrijednosti. Povrsina ispod krivulje (AUC, engl. area
under curve) se koristi kao mjera diskriminacijske moci ispitivanog biljega, u ovom slucaju,
glikana odredenih svojstava. Ukoliko, primjerice, oboljeli pokazuju veée vrijednosti nekog
dijagnostickog testa, povrsina ispod ROC krivulje predstavlja vjerojatnost da ¢e nasumicno
odabrani kandidat iz grupe oboljelih imati viSu vrijednost tog dijagnostickog testa u usporedbi
s nasumi¢no odabranim kandidatom iz zdrave populacije. Ukoliko je dijagnosticki test
sposoban savrSeno razlikovati te dvije populacije, njegova ¢e povrsina ispod krivulje iznositi

1,0, a ako nema dijagnosticke vrijednosti, AUC ¢e iznositi 0,5.
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§ 4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitanika

Prilikom uklju¢ivanja pacijenata u istrazivanje, prikupljeni su i osnovni antropometrijski,
klini¢ki 1 anamnesticki podatci. Opis ispitivane kohorte dan je u tablici 7. Status bolesti,
odnosno boluje li pacijent od dijabetesa tipa 2 ili monogenskog dijabetesa, nije bio poznat ni za
jednog ispitanika prije ukljuc¢ivanja u studiju. Na taj se nacin osigurala neselektivnost u odabiru

ispitivane populacije, s ciljem oponaSanja stvarnih uvjeta u dijabetoloskim klinikama.

Tablica 7 Karakteristike uklju¢enih pacijenata (nastup dijabetesa prije 45. godine Zivota, negativna
protutijela na B-stanice gusterace, dokazana endogena produkcija inzulina)*

Skupine pacijenata ovisno Patogene Varijante Benigne Bez HNFIA p-
0 HNF1A varijanti HNFIA nepoznatog HNFIA varijante / vrijednost
varijante znacaja varijante T2D
Broj ispitanika | 19 7 10 945
Spol (% muSkaraca) | 5 (27,8%) 3 (42,9%) 4 (57,1%) 564 (59,8%) 0,011
Dob kod uzorkovanja (god) | 39,7+ 174 54,4+123 48,1+174 47,4+109 0,037
Nastup dijabetesa (god) | 257+8,6  29,4+9,1 36,4+5,6 35,6 £6,8 <0,001
Trajanje dijabetesa (god) | 10,0 16,0 18,5+25,5 8,0+13,0 10,0 £ 11,5 0,794
BMI (kgm?) | 255+8,6 28,0+13,3 354+9,7 304+8.2 0,002
Glukoza nataste (mmol L) | 720+3,00 5,60+3,80 9,15+580 8,10+3,90 0,270
HbAlc (%) | 736142 700+£320 930+3,43 7,50+2,20 0,302
C-peptid (nmol L) | 0,32 +0,37 0,77+1,34 0,67+0,49 0,70+ 0,56 0,001
Ukupni kolesterol (mmol L) | 475+1,09 438+1,06 5.07+0.88 4,59+1,17 0,625
HDL (mmol L") | 1,32+0,48 1,26+0,95 1.07+0,35 1,15+0,39 0,043
Trigliceridi (mmol L") | 1,13+0,45 1,01+1,26 1,60+1,70 1,60+ 1,26 0,018
Terapija 0,001
Inzulin +/- 0OAD (%) | 7 (38,9%) 4 (57,2%) 5(71,5%) 618 (65,5%)
04D (%) | 6 (33,3%) 0 (0%) 1 (14,3%) 236 (25%)
Dijeta (%) | 5 (27,8%) 3 (42,9%) 1(14,3%) 90 (9,5%)

*Kontinuirane varijable s normalnom raspodjelom prikazane su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija, dok su one s neparametarskom raspodjelom prikazne kao medijan + interkvartilni raspon.
Kategoricke varijable prikazane su kao postotci. Skupine su medusobno usporedivane Kruskal-Wallis
testom (kontinuirane varijable), odnosno Chi-kvadrat testom (kategori¢ke varijable). Znacajne razlike
pretpostavljene su za p-vrijednosti < 0,05 (oznaceno podebljano). BMI — indeks tjelesne mase (engl.
body mass index), HDL — lipoprotein velike gustoce (engl. high density lipoprotein), OAD — oralni
antidijabetici, T2D — dijabetes tipa 2.

Iz ovih je rezultata vidljivo kako je dob kod nastupa dijabetesa najizraZenije razliCita

karakteristika izmedu pacijenata s HNF1A-MODY-em i dijabetesom tipa 2 (p = 3,3 x 107), §to
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nije iznenadujuce, bududi da je upravo ona jedan od glavnih klinickih kriterija za postavljanje
dijagnoze MODY-a.%* Nadalje, pacijenti s patogenim HNFIA varijantama imaju nizi BMI u
usporedbi s pacijentima oboljelim od dijabetesa tipa 2 i nepatogenim HNF'1A4 varijantama (p =
0,002), a imaju 1 niZe razine C-peptida (p = 0,001). Razina HDL kolesterola znacajno je visa
kod pacijenata s patogenim varijantama, odnosno s HNF1IA-MODY-em (p = 0,043), dok je
razina triglicerida niza (p = 0,018), $to je u skladu s prija$njim istraZivanjima.®> Trenutna
terapija znacajno se razlikuje medu ispitivanim skupinama (p = 0,001), budu¢i da se skupina
pacijenata s HNF1A4 varijantama u znacajnoj mjeri tretira isklju€ivo intervencijom u nacinu
prehrane, dok je vedina pacijenata s dijabetesom tipa 2 na inzulinskoj terapiji, sa ili bez

kombinacije s oralnim antidijabeticima.

4.2. Varijante gena HNF1A identificirane u istraZivanju

Jedan od specifi¢nih ciljeva ovog istrazivanja bilo je 1 provodenje sekvenciranja gena HNF1A4
za sve ukljuCene ispitanike, a u svrhu identifikacije rijetkih varijanti gena HNFIA i
molekularnog dijagnosticiranja HNFIA-MODY-a. Naime, i danas se sekvenciranje gena
smatra zlatnim standardom u dijagnostici monogenskog dijabetesa, a u ovom radu predstavlja

prvotno istrazivanje na koje se nadovezuju ostale, prvenstveno glikanske, analize.

4.2.1. Sekvenciranje gena HNF1A i detekcija mutacija

DNA je izolirana iz uzoraka pune krvi svakog od ispitanika, a izolacija je za hrvatske ispitanike
provedena na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Ostali postupci
vezani uz sekvenciranje gena HNF1A4 provedeni su u Centru za dijabetes, endokrinologiju 1
metabolizam SveuciliSne bolnice Churchill u Oxfordu te u Laboratorijima za istrazivanje
dijabetesa Sveucilista u Oxfordu.

Budu¢i da mutacije mogu biti locirane duz citavog gena HNFIA, strategije za njihov
pronalazak moraju uzimati u obzir svih 10 eksona 1 grani¢ne intronske regije. Izolirana DNA
posluzila je kao kalup za PCR umnaZanje eksonske regije od interesa (postupak opisan u
poglavlju 3.3.1.3), a uspjesnost postupka provjerena je agaroznom gel-elektroforezom (slika
17). U slu¢aju neuspjeha ponovilo se PCR umnazanje zeljene regije gena HNFIA.

Rezultati sekvenciranja (elektroferogrami) pojedinog eksona analizirani su programom

Mutation Surveyor v5.1. Analiza se temelji na usporedbi uzorka i reference, pri ¢emu se svaka
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tocka elektroferograma uzorka usporeduje se s pripadaju¢om toCkom elektroferograma
referentne sekvence. Ukoliko se te dvije tocke ne podudaraju, izraCunavaju se parametri i
prikaZe se varijacija u obliku pika u elektroferogramu mutacija (slika 18). Referentna sekvenca

humanog gena HNF 1A preuzeta je iz GenBank baze podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).%

HNF1A, ekson 6 HNF1A, ekson 5

neuspjeli uzorci

Slika 17 Vizualiziran agarozni gel s post-PCR produktima umnaZzanja regije od interesa gena HNFIA.
Crveno su oznaceni neki uzorci kod kojih je PCR umnaZanje DNA bilo neuspjesno.

Reference:HNF1_NG_autoROI_bis_HNF1A_exon_6_F_Synthesis_17898.scf
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Slika 18 Izgled korisnickog sucelja programa Mutation Surveyor za detekciju mutacija. A) primjer
heterozigotne delecijske mutacije ¢.1136_1137delCT (cDNA, delecija C i T na poziciji 1136-1137); B)
primjer missense mutacije ¢.451G>A (cDNA, G na poziciji 451 je zamijenjen s A).
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4.2.2. Pronadene rijetke varijante gena HNF'1A

U ovoj je studiji identificirano 25 rijetkih nesinonimnih HNF1A varijanti (frekvencija manje
ucestalog alela <1 %) kod 29 probanda (prvootkriveni nositelj mutacije), odnosno kod ukupno
36 ispitanika (ukljucujuci i srodnike, n = 7). Pronadene mutacije uklju¢uju sedam mutacija koje
dovode do skracivanja proteina i 18 missense mutacija (tablica 8). Razmatraju¢i njihov
potencijal za uzrokovanje bolesti, 14 ih je veé ranije prijavljeno da uzrokuju MODY #8795,

1496 4 tri su

osam ih je prijavljeno kao varijante nepoznatog znacaja (VUS) ili benigne varijante
novootkrivene (p.S3C, p.G1518S, p.K22N), s nepoznatim utjecajem na funkcionalnost gena. Za
sve mutacije koje rezultiraju skra¢ivanjem proteina pretpostavljeno je da su patogene, odnosno
da uzrokuju HNF1A-MODY.

Kao $to je ranije spomenuto (poglavlje 3.3.1.7.), procjena potencijala uzrokovanja bolesti
pronadenih varijanti provedena je na nekoliko razina, uzimajuci u obzir klini¢ke karakteristike
pacijenata, kosegregaciju dijabetesa i pronadene varijante unutar obitelji, in silico predvidanje
patogenosti pronadene varijante gena (SIFT, PPH2, Provean), utjecaj mutacije na mjesto
prekrajanja (Human Splicing Finder 1 Mutation Taster 2), prisutnost varijante u bazama
podataka (ExAC, T2D-GENES), literaturu i funkcionalne studije.

Bioinformaticki alati za predvidanje patogenosti genskih varijanti su za osam missense
mutacija predvidjeli da oSte¢uju funkciju genskog produkta, odnosno da su patogene i da
uzrokuju MODY, dok je za njih deset predvideno da su benigne.”” Utjecaj mutacije na mjesto
prekrajanja procijenjen je programom Human Splicing Finder, koji je varijantu c.-4A>G
proglasio benignom. Oba su programska alata (Human Splicing Finder i Mutation Taster 2) za
novootkrivenu missense varijantu ¢.8C>G predvidjela da vjerojatno utjeCe na prekrajanje,
stvaraju¢i novo mjesto prekrajanja.

Pretrazivanjem baza podataka ExAC 1 T2D-GENES, utvrdeno je da je 13 od 25 identificiranih
HNFIA varijanti pronadeno kod osoba uklju¢enih u ExAC bazu, s frekvencijom manje
ucestalog alela 0,001 — 0,1 %.

Uz ispitanike s identificiranim mutacijama gena HNF'1A, testirana su i 22 dostupna ¢lana
obitelji, od Cega se njih desetero takoder pokazalo nositeljima mutacija. Nadalje, ispitana je i
kosegregacija pronadenih HNFIA varijanti s dijabetesom unutrar 14 obitelji s dostupnim
podatcima. Primjer kosegregacijske analize prikazan je na slici 19. Ukoliko kogregregacijska
analiza pokaZe uzorak naljedivanja u skladu s autosomno dominantnim nac¢inom nasljedivanja

HNF1A-MODY -a, takav rezultat upucuje da pronadena genska varijanta uzrokuje MODY.
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Tablica 8 Rijetke varijante gena HNF1A identificirane u ispitivanoj populaciji. VUS — varijanta nepoznatog znacaja (engl. variant of unknown significance).

Varijanta Varijanta . . Mu tac.ija Bioinformaticka predvidanja Frekvencija Kosegregacija Procjena
cDNA proteina Tip mutacije prijavljena alela u s dijabetesom patogenosti
kao patogena SIFT PP2 Provean ExAc-u
c.-4A>G / mjesto prekrajanja ne / / / 0,102 nedostupno benigna
c.1-326del del eksona 1 delecija eksona da skraéivanje proteina 0 da®’ patogena
c.83C>G S3C missense novootkrivena Stetna vjer. Stetna Stetna 0 nedostupno vjerojatno patogena
c.139G>C G47R missense da tolerirana benigna neutralna | 0,001 da?! benigna
c.142G>A E48K missense da tolerirana benigna neutralna | 0,015 da®® benigna
c.404delA D135fs pomak okvira ¢itanja | da skra¢ivanje proteina 0 da® patogena
c.451G>A G1518 missense novootkrivena Stetna vjer. §tetna Stetna 0 nedostupno vjerojatno patogena
c.586A>G T196A missense ne tolerirana benigna neutralna | 0,033 ne’t benigna
c.666G>T K222N missense novootkrivena Stetna vjer. Stetna Stetna 0 3 generacije DM | vjerojatno patogena
c.685C>T R229* nonsense da skraéivanje proteina 0,002 da” patogena
c.751G>A A251T missense ne tolerirana vjer. Stetna | neutralna | 0 da’ VUS
c.779C>T T260M missense da Stetna vjer. §tetna Stetna 0 da’%7 patogena
c.862G>T G288W missense ne tolerirana vjer. Stetna | neutralna | 0,012 ne’’ vjerojatno benigna
c.871C>A P291T missense da tolerirana benigna neutralna | 0,002 da?7 VvUS
c.872delC P291fs pomak okvira ¢itanja | da skrac¢ivanje proteina 0 da* patogena
c.872dupC G292fs pomak okvira ¢itanja | da skra¢ivanje proteina 0 da’! patogena
c.1015G>A G339S missense ne tolerirana benigna neutralna | 0,015 da benigna
c.1047C>A H349Q missense ne tolerirana benigna neutralna | 0,007 nedostupno benigna
c.1129delC L3771s pomak okvira ¢itanja | da skradivanje proteina 0 2 generacije DM | patogena
c.1136 37delCT | P379fs pomak okvira ¢itanja | da skra¢ivanje proteina 0 da” patogena
c.1136C>A P379H missense da Stetna vier. tetna |  $tetna | 0,003 da* LEU O
c.1136C>G P379R missense da Stetna vjer. §tetna Stetna 0 da®>%7 R
c.1165T>G L3889V missense ne tolerirana vjer. Stetna | neutralna | 0,054 nedostupno benigna
c.1544C>T T515M missense ne Stetna vjer. §tetna | neutralna | 0,002 nedostupno VUS
c.1816G>A G606S missense da tolerirana benigna neutralna | 0,005 2 generacije DM | benigna
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Funkcionalna karakterizacija rijetkih varijanti gena HNFIA identificiranih u ispitivanoj

populaciji prethodno je provedena i dostupna u literaturi za 14 varijanti (tablica 8). Za tri

varijante nepoznatog znacaja i tri novootkrivene varijante provedene su funkcionalne studije u

partnerskoj instituciji — Centru za dijabetes, endokrinologiju i metabolizam SveuciliSne bolnice

Churchill u Oxfordu. Rezultati funkcionalne karakterizacije upucuju da sve novootkrivene

varijante vjerojatno uzrokuju MODY, dok rezultati ispitivanja funkcionalnosti varijanti

nepoznatog znacaja nisu jednoznacni i ne omogucuju jasan zakljucak, pa se stoga ove varijante

1 dalje tretiraju kao VUS.
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Slika 19 Rodoslovno stablo ispitanika s HNFla varijantama p.A251T, p.G228W i p.P379R. DM —
diabetes melitus, proband — prvootkriveni nositelj mutacije, T — testiran (sekvenciran gen HNF1A4).
Preuzeto i prilagodeno iz Pavi¢ i sur., 2017.%®
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4.2.3. Prevalencija HNF1A-MODY-a u Hrvatskoj

Kako je ovo istrazivanje po prvi puta ukljucivalo i hrvatske pacijente, jedan od postavljenih
ciljeva bila je i1 procjena prevalencije HNFIA-MODY oblika dijabetesa u Hrvatskoj. U
Hrvatskoj je sustavno ukljuc¢eno 477 pacijenata koji su zadovoljavali ukljucne kriterije studije
(opisani u poglavlju 3.1.). Postupak ukljucivanja pacijenata shematski je prikazan na slici 20.
Od navedenog broja, devetero prvotno ukljucenih pacijenata i ¢etvero ¢lanova njihovih obitelji
nositelji su mutacije u genu HNF'1A. Procjenom patogenosti pronadenih mutacija, zaklju¢eno
je da osam ispitanika (Sest prvotno ukljucenih i dva ¢lana obitelji) nosi rijetke HNF 1A varijante
za koje postoje ¢vrsti dokazi da uzrokuju HNF1A-MODY. Ostalih pet ispitanika nositelji su
varijanti koje su odgovorne za slabiju penetraciju bolesti ili povecavaju rizik za razvoj
dijabetesa tipa 2, bez uzrokovanja MODY fenotipa. Dakle, 2,7 % (95 % CI 1,25 — 4,15 %)
hrvatskih ispitanika nositelji su rijetkih HNF1A varijanti, dok 1,7 % (95 % CI1 0,54 — 2,86 %)
ima HNF1A-MODY.*®

Prema podatcima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo iz 2015. godine, u Hrvatskoj je
ukupno registrirano 260 092 pacijenata s dijabetesom, od ¢ega se 90 % odnosi na dijabetes tipa
2. Nadalje, od ukupnog broja pacijenata s dijabetesom tipa 2, njih 7,3 % oboli prije 45. godine
zivota, $to je jedan od ukljucnih kriterija ove studije. Zaklju¢no, na temelju navedenih podataka
procijenjeno je da u Hrvatskoj ima 281 pacijent s HNF1A-MODY-em (95 % CI 257 — 304), §to
rezultira procijenjenom prevalencijom od 66 (95 % CI 61 — 72) slu¢ajeva na milijun stanovnika.

Prakti¢na vrijednost identifikacije i pravilne dijagnoze HNF1A-MODY-a najvise dolazi do
izrazaja prilagodbom medicinskog tretmana. Naime, ¢etvero hrvatskih pacijenata za koje je
potvrdeno da boluju od HNF1A-MODY-a lijeceno je inzulinskom terapijom. Za njih dvoje
uspjesno je provedena promjena terapije, odnosno prekid terapije inzulinom te prelazak na
oralnu terapiju derivatima sulfonilureja, pri ¢emu je postignuta uspjeSna kontrola razine
glukoze u krvi. Druga dva pacijenta boluju od dijabetesa znacajnije duzi vremenski period (26
odnosno 30 godina), pa se iz tog razloga smatralo da promjena terapije ne bi bila djelotvorna,

te stoga nije niti provedena.
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registrirani pacijenti s
dijabetesom (2015. godina)
N=260 092

dijagnoza dijabetesa < 45 god,
> 18 godina
N=13 035

poslana pozivna pisma za
sudjelovanje u studiji
N=2 929

pristali na
sudjelovanje
N=325

13 pacijenata s

ukljuceni izravno u
klinici
N=148

ukupno sekvencirani

N=487

HNF1A varijantom

8 pacijenata s

HNF1A-MODY-em

isklju€eni zbog pankreasne
autoimunosti ili
nedostupnosti
N=10 106

nisu odgovorili ili odbili

sudjelovati
N=2 604
ukljuceni
rodaci
N=14

iskljuceni zdravi rodaci
N=9

iskljuceni zdravi rodaci s
HNF1A varijantom
N=1

464 pacijenata bez
HNF1A varijante

Slika 20 Shematski prikaz strategije ukljucivanja hrvatskih pacijenata u provedeno istrazivanje.
Preuzeto i prilagodeno iz Pavi¢ i sur., 2017.%®
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4.3. N-glikanski obrasci plazmatskih proteina u HNF1A-MODY-u

Drugi specifi¢ni cilj ovog istrazivanja bio je analizirati N-glikanske profile ukupnih proteina
plazme svih ukljucenih ispitanika, u svrhu identifikacije specifi¢nih glikanskih obrazaca kod
pacijenata s HNF1IA-MODY -em, s kona¢nim ciljem poboljSanja njegove dijagnostike. Naime,
rijetke varijante gena HNF'1A koje rezultiraju gubitkom funkcije (patogene varijante) dovode,

izmedu ostalog, 1 do znacajnih promjena N-glikoma proteina plazme.

4.3.1. Netretirani N-glikani u HNF1A-MODY-u

N-glikom ukupnih plazmatskih proteina analiziran je nakon otpustanja N-glikana s
glikoproteina, njihovog fluorescentnog obiljezavanja i proc¢is¢avanja, i to profiliranjem HILIC-
UPLC tekucinskom kromatografijom. Navedena tehnika razdvaja glikane na 42
kromatografska pika, od kojih svaki sadrzi nekoliko strukturno i kompozicijski sli¢nih
oligosaharida, ¢ije su strukture prethodno utvrdene.®? Reprezentativni primjer kromatograma
N-glikana ukupnih proteina plazme s naznacenim najzastupljenijim glikanskim strukturama
prikazan je na slici 21. Vrijednost svakog kromatografskog (glikanskog) pika (GP) izrazena je

kao udio (postotak) u ukupnom N-glikomu analiziranog uzorka.
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Slika 21 Reprezentativni kromatogram otpustenih N-glikana ukupnih proteina plazme s prikazanim
najzastupljenijim glikanskim strukturama unutar pojedinacnog glikanskog pika (GP). EU — jedinica
emisije.
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Usporedivanjem razina glikanskih grupa (GP) dvije skupine pacijenata, odnosno pacijenata s
rijetkim varijantama gena HNF'1A4 (n = 33) i pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2 (n =
945), dobivene su statisticki znacajne razlike za pet od ukupno 42 izravno mjerene glikanske
vrijednosti (p-vrijednost < 0,05) (tablica 9). Od pocetnog broja od 36 pacijenata s HNF1A
varijantom, dva su pacijenta s benignim varijantama isklju¢ena zbog nedostupnosti podataka, a
tre¢i pacijent (nositelj patogene mutacije) jer se nalazi u zavrSnom stadiju zatajenja bubrega,
buduéi da bubreZne bolesti utje¢u na profil N-glikana.”® Dakle, znacajne razlike dobivene su za
skupine glikana GP30, GP38, GP36, GP40 i GP42, i te su glikanske grupe pokazale najbolju
mo¢ u razlikovanju opisanih skupina pacijenata. Naime, razine svih navedenih glikana znac¢ajno
su nize kod pacijenata s HNF'1A varijantama, osim u slucaju GP40 ¢ije su razine vise kod tih

pacijenata (tablica 9, slika 22).
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Slika 22 Razlike u udjelima individualnih glikanskih grupa kod pacijenata s ranim nastupom dijabetesa
tipa 2 (n = 945) i pacijenata s rijetkim varijantama gena HNF1A (n = 33). Prikazane su samo statisti¢ki
znacajno razliCite glikanske grupe plazmatskih proteina, po redoslijedu znacajnosti. Razlike su
vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki pravokutnik predstavlja raspon od
25.do 75. percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan. Vanjske linije predstavljaju raspon
do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog raspona (IQR, razlika izmedu trec¢eg
i prvog kvartila). StrSece vrijednosti (engl. outliers) su naznacene kruzi¢ima. GP — glikanski pik; CRO
— hrvatska populacija; OX — engleska (Oxford) populacija.
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Tablica 9 Usporedba N-glikoma plazmatskih proteina pacijenata s rijetkim varijantama gena HNFIA i
pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2, zasebno u engleskoj 1 hrvatskoj populaciji, te meta-analiza
obje populacije. Prikazano je kretanje promjena glikanskih vrijednosti (efekt), standardna pogreska (SE)

1 p-vrijednosti. Statisti¢ki znaCajnom se smatra p-vrijednost < 0,05 (ozna¢ene podebljano).

ENGLESKA HRVATSKA META-ANALIZA
p- p- p- prilagodena
GLIKAN efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost p-vrijednost
GP30 -0,78 0,23 5,76E-04 | -0,85 0,29 291E-03 | -0,81 0,18 5,40E-06 2,05E-04
GP38 -0,55 0,23 1,50E-02 | -0,80 0,28 4,26E-03 | -0,65 0,18 2,30E-04 4,36E-03
GP36 -0,60 0,23 8,18E-03 | -0,69 0,29 1,55E-02 | -0,64 0,18 3,56E-04 4,50E-03
GP40 0,36 0,23 1,08E-01 | 1,01 0,28 3,57E-04 | 0,62 0,18 4,88E-04 4,64E-03
GP42 -0,54 0,23 1,82E-02 | -0,50 0,29 &,18E-02 | -0,52 0,18 3,46E-03 2,63E-02
GP33 0,36 0,23 1,12E-01 | 0,63 0,29 2,71E-02 | 046 0,18 9,05E-03 5,68E-02
GP25 -0,37 0,23 1,03E-01 | -0,58 0,28 3,83E-02 | -0,45 0,18 1,05E-02 5,68E-02
GP19 0,33 0,23 1,51E-01 | 0,61 0,28 3,29E-02 | 0,44 0,18 1,44E-02 6,83E-02
GP27+28 0,22 0,23 3,43E-01 | 0,77 0,29 742E-03 | 0,43 0,18 1,62E-02 6,83E-02
GP31 0,30 0,23 1,94E-01 | 0,62 0,29 3,06E-02 | 0,42 0,18 1,85E-02 7,04E-02
GP16 0,31 0,23 1,79E-01 | 0,42 0,28 1,33E-01 | 0,35 0,18 4,76E-02 1,62E-01
GP12 0,17 0,23 4,54E-01 | 0,62 0,28 2,89E-02 | 0,35 0,18 5,10E-02 1,62E-01
GP10+11 0,11 0,21 6,22E-01 | 0,58 0,27 3,22E-02 | 0,29 0,17 8,65E-02 2,53E-01
GP9 0,25 0,22 2,63E-01 | 0,35 0,28 2,13E-01 | 0,29 0,17 1,00E-01 2,72E-01
GP41 0,08 0,23 7,29E-01 | 0,53 0,29 641E-02 | 0,25 0,18 1,56E-01 3,41E-01
GP15 -0,34 0,23 1,30E-01 | -0,09 0,29 7,44E-01 | -0,25 0,18 1,66E-01 3,41E-01
GP20+21 0,09 0,23 7,03E-01 | 0,49 0,28 8,26E-02 | 0,24 0,18 1,68E-01 3,41E-01
GP32 0,02 0,23 9,33E-01 | 0,60 0,29 3,59E-02 | 0,25 0,18 1,69E-01 3,41E-01
GP24 -0,31 0,23 1,64E-01 | -0,13 0,28 6,45E-01 | -0,24 0,18 1,70E-01 3,41E-01
GP5 0,45 0,23 4,67E-02 | -0,10 0,29 7,21E-01 | 0,24 0,18 1,82E-01 3,46E-01
GP4 0,23 0,23 3,10E-01 | 0,23 0,29 4,14E-01 | 0,23 0,18 1,94E-01 3,52E-01
GP23 -0,13 0,23 5,62E-01 | -0,37 0,29 2,04E-01 | -0,22 0,18 2,15E-01 3,72E-01
GP8 -0,38 0,23  9,54E-02 | 0,05 0,29 8,61E-01 | -0,21 0,18 2,32E-01 3,83E-01
GP14 0,39 0,23 8,86E-02 | -0,09 0,29 7,57E-01 | 0,20 0,18 2,53E-01 4,01E-01
GP6 0,12 0,22 580E-01 | 0,28 0,29 3,33E-01 | 0,18 0,18 3,05E-01 4,64E-01
GP22 -0,14 0,22 5,19-01 | -0,17 0,28 5,49E-01 | -0,15 0,17 3,83E-01 5,59E-01
GP39 -0,02 0,23 9,43E-01 | 0,39 0,29 1,76E-01 | 0,14 0,18 4,32E-01 5,92E-01
GP29 0,15 0,23 5,18E-01 | 0,13 0,29 6,56E-01 | 0,14 0,18 4,36E-01 5,92E-01
GP7 0,03 0,23 9,00E-01 | 0,29 0,29 3,04E-01 | 0,13 0,18 4,61E-01 6,04E-01
GP17+18 -0,10 0,22 6,60E-01 | 0,46 0,28 1,00E-01 | 0,12 0,17 5,05E-01 6,39E-01
GP26 0,28 0,23 2,22E-01 | -0,15 0,28 591E-01 | 0,11 0,18 5,44E-01 6,66E-01
GP13 -0,05 0,22 8,18E-01 | 0,35 0,28 2,16E-01 | 0,10 0,17 5,60E-01 6,66E-01
GP35 0,07 0,23 7,53E-01 | -0,33 0,28 240E-01 | -0,09 0,18 6,24E-01 7,05E-01
GP2 0,02 0,20 9,08E-01 | -0,25 0,27 3,53E-01 | -0,08 0,16 6,41E-01 7,05E-01
GP37 0,03 0,23 9,04E-01 | 0,16 0,28 5,66E-01 | 0,08 0,18 6,50E-01 7,05E-01
GP34 0,01 0,23 9,59E-01 | 0,12 0,29 6,68E-01 | 0,06 0,18 7,58E-01 8,00E-01
GP1 0,18 0,22 4,11E-01 | -0,36 0,28 1,97E-01 | -0,03 0,17 8,82E-01 9,06E-01
GP3 -0,06 0,21 7,77E-01 | 0,10 0,27 6,99E-01 | 0,00 0,17 9,93E-01 9,93E-01
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Kao §to je bilo rije¢i u prethodnom poglavlju, sistematicna procjena patogenosti genske
varijante je apsolutno nuzna za odredivanje njenog potencijala za uzrokovanje bolesti.
Uzimaju¢i u obzir navedeno, pretpostavljeno je da sve rijetke varijante gena HNFIA
identificirane u ovoj studiji ne uzorokuju nuzno i bolest, odnosno HNFIA-MODY. Iz tog je
razloga HNF1A-skupina pacijenata preinacena na nacin da ukljuc¢uje samo osobe s HNFIA
varijantama za koje je procijenjeno da su patogene i vjerojatno patogene, tj. da uzrokuju
HNF1A-MODY (n = 18). Statisticke analize ponovljene su na isti nac¢in, medutim ovaj su put
znacCajne razlike dobivene za deset od ukupno 42 izravno mjerena glikanska parametra (p-
vrijednost < 0,05) (tablica 10). Kao i u prethodnom slucaju glikanske grupe GP30, GP38 1 GP36
pokazale su se najboljim diskriminatorima dvije grupe pacijenata, medutim sada s veéim
stupnjem znacajnosti: p (GP30pasogene varijante) = 4,38%107 naspram p (GP30sve varjante) = 2,05%
10™%; p (GP38 patogene varijante) = 6,17x107 naspram p (GP38 sve varijante) = 4,36x10; p (GP36 patogene
varijante) = 1,39x107 naspram p (GP36ve varijante) = 4,50x107. Smijer kretanja promjena navedenih
glikanskih grupa i dalje ostaje isti — naime, pacijenti s HNF1A-MODY-em imaju znacajno nize
razine ovih glikana u usporedbi s pacijentima s ranim nastupom dijabetesa tipa 2. Slika 23
prikazuje statisticki znacajne razlike u udjelima pojedinacnih glikanskih grupa izmedu opisanih

skupina pacijenata.

4.3.2. Desijalinizirani N-glikani u HNF1A-MODY-u

N-glikom ukupnih plazmatskih proteina dodatno je analiziran HILIC-UPLC tekucinskom
kromatografijom nakon tretiranja otpustenih, fluorescentno obiljezenih 1 proc¢is¢enih N-glikana
enzimom sijalidazom iz Arthrobacter ureafaciens, kako bi se otpustile a-2-3,6,8,9-vezane
sijalinske kiseline. Desijalinizacija N-glikana provela se iz povijesnih razloga?!, buduéi da su
se tako tretirani glikani specifi¢nije razdvajali HILIC-HPLC teku¢inskom kromatografijom.
HILIC-UPLC profiliranjem desijalinizirani glikani se razdvajaju na 32 kromatografska pika, od
kojih svaki sadrzi samo jedan ili nekoliko strukturno i kompozicijski sli¢nih oligosaharida.
Utvrdivanje oligosaharidnih (glikanskih) struktura u pojedinom kromatografskom piku jedan
je od ciljeva ovog doktorskog rada i opisano je u poglavlju 4.4.2. Reprezentativni primjer
kromatograma desijaliniziranih N-glikana ukupnih proteina plazme prikazan je na slici 24.
Vrijednost svakog kromatografskog pika desijaliniziranih glikana (DG) izrazena je kao udio

(postotak) u ukupnom desijaliniziranom N-glikomu analiziranog uzorka.
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Tablica 10 Usporedba N-glikoma plazmatskih proteina pacijenata s patogenim varijantama gena
HNFIA4, odnosno HNFIA-MODY-em i pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2, zasebno u
engleskoj i1 hrvatskoj populaciji, t¢ meta-analiza obje populacije. Prikazano je kretanje promjena
glikanskih vrijednosti (efekt), standardna pogreska (SE) i p-vrijednosti. Statisticki znacajnom se smatra
p-vrijednost < 0,05 (oznacene podebljano).

ENGLESKA HRVATSKA META-ANALIZA
p- p- p- prilagodena
GLIKAN efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost p-vrijednost
GP30 -1,36 0,30 8,28E-06 | -1,36 0,38 4,10E-04 | -1,36 0,24 1,14E-08 4,32E-07
GP38 -1,19 0,30 9,49E-05 | -1,24 0,38 1,03E-03 | -1,21 0,24 3,25E-07 6,17E-06
GP36 -1,18 0,31 1,27E-04 | -1,16 0,39 2,68E-03 | -1,17 0,24 1,09E-06 1,39E-05
GP25 -1,16 0,30 1,30E-04 | -0,94 0,38 1,35E-02 | -1,07 0,24 5,74E-06 5,46E-05
GP42 -0,95 0,31 2,00E-03 | -0,96 0,39 1,29E-02 | -0,95 0,24 7,42E-05 5,64E-04
GP40 0,72 031 1,86E-02 | 1,19 0,38 1,87E-03 | 0,90 0,24 1,58E-04 1,00E-03
GP27+28 0,63 031 4,13E-02 | 1,05 0,39 6,49E-03 | 0,79 0,24 1,02E-03 5,53E-03
GP33 0,67 031 2,79E-02 | 0,93 0,39 1,60E-02 | 0,77 0,24 1,32E-03 6,29E-03
GP31 0,47 031 1,25E-01 | 0,93 0,39 1,64E-02 | 0,65 0,24 7,21E-03 3,04E-02
GP12 0,29 0,31 3,50E-01 | 1,13 0,38 2,89E-03 | 0,62 0,24 9,28E-03 3,53E-02
GP19 0,27 031 3,73E-01 | 1,06 0,38 5,49E-03 | 0,58 0,24 1,51E-02 5,20E-02
GP10+11 0,27 0,29 3,44E-01 | 0,94 036 9,85E-03 | 0,53 0,23 1,92E-02 6,07E-02
GP5 091 031 3,09E-03 | -0,12 0,39 7,53E-01 | 0,51 0,24 3,34E-02 9,77E-02
GP14 0,82 031 7,50E-03 | -0,04 0,39 9,17E-01 | 0,49 0,24 4,19E-02 1,14E-01
GP9 0,20 0,30 5,06E-01 | 0,87 0,38 2,02E-02 | 0,47 0,24 4,90E-02 1,24E-01
GP6 0,43 030 1,49E-01 | 0,44 0,39 249E-01 | 0,44 0,24 6,59E-02 1,56E-01
GP20+21 0,31 0,30 3,07E-01 | 0,62 0,38 1,02E-01 | 0,43 0,24 6,98E-02 1,56E-01
GP4 0,59 031 546E-02 | 0,18 0,39 6,40E-01 | 0,43 0,24 7,37E-02 1,56E-01
GP16 0,09 031 7,61E-01 | 0,84 0,38 2,76E-02 | 0,39 0,24 1,05E-01 2,08E-01
GP23 -0,25 0,31 4,12E-01 | -0,60 0,39 1,21E-01 | -0,39 0,24 1,09E-01 2,08E-01
GP22 -0,32 0,30 2,79E-01 | -0,43 0,38 2,61E-01 | -0,36 0,24 1,24E-01 2,24E-01
GP29 0,30 031 3,31E-01 | 0,36 0,39 3,50E-01 | 0,32 0,24 1,81E-01 3,13E-01
GP41 0,22 0,31 4,74E-01 | 0,43 0,39 2,65E-01 | 0,30 0,24 2,12E-01 3,50E-01
GP32 -0,05 0,31 8,66E-01 | 0,72 0,39 6,27E-02 | 0,25 0,24 3,02E-01 4,79E-01
GP7 0,03 031 9,20E-01 | 0,52 0,39 1,78E-01 | 0,22 0,24 3,59E-01 5,26E-01
GP39 0,12 031 7,00E-01 | 0,38 0,39 3,22E-01 | 0,22 0,24 3,60E-01 5,26E-01
GP15 -0,23 0,31 447E-01 | -0,18 0,39 6,45E-01 | -0,21 0,24 3,80E-01 5,35E-01
GP35 -0,06 0,31 8,35E-01 | -0,39 0,38 3,08E-01 | -0,19 0,24 4,25E-01 5,76E-01
GP2 0,05 0,27 8&51E-01 | -0,54 0,36 1,32E-01 | -0,16 0,22 4,50E-01 5,90E-01
GP24 -0,26 0,30 3,85E-01 | -0,02 0,38 9,60E-01 | -0,17 0,24 4,79E-01 6,06E-01
GPS§ -0,21 0,31 4,92E-01 | -0,02 0,39 9,56E-01 | -0,14 0,24 5,69E-01 6,77E-01
GP17+18 -0,26 0,30 3,81E-01 | 0,76 0,38 4,27E-02 | 0,13 0,23 5,74E-01 6,77E-01
GP13 -0,10 0,30 7,50E-01 | 0,49 0,38 199E-01 | 0,13 0,24 5,88E-01 6,77E-01
GP1 0,29 0,30 3,30E-01 | -0,74 0,38 4,78E-02 | -0,11 0,23 6,48E-01 7,24E-01
GP37 -0,28 0,31 3,72E-01 | 0,25 0,38 5,03E-01 | -0,06 0,24 7,88E-01 8,56E-01
GP3 -0,07 0,28 §,13E-01 | 0,19 0,37 598E-01 | 0,03 0,22 8,96E-01 9,44E-01
GP34 -0,21 0,31 5,05E-01 | 0,25 0,38 5,07E-01 | -0,02 0,24 9,20E-01 9,44E-01
GP26 0,03 031 9,29E-01 | -0,05 0,38 8§8,96E-01 | 0,00 0,24 9,89E-01 9,89E-01
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Slika 23 Razlike u udjelima individualnih glikanskih grupa kod pacijenata s ranim nastupom dijabetesa
tipa 2 (n = 945) i pacijenata s patogenim varijantama gena HNF1A, odnosno HNF1A-MODY-em (n =
18). Prikazane su samo statistiCki znacajno razliite glikanske grupe plazmatskih proteina, po
redoslijedu znacajnosti. Razlike su vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki
pravokutnik predstavlja raspon od 25. do 75. percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan.
Vanjske linije predstavljaju raspon do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog
raspona (IQR, razlika izmedu tre¢eg i1 prvog kvartila). StrSece vrijednosti (engl. outliers) su naznacene
kruzi¢ima. GP — glikanski pik; CRO — hrvatska populacija; OX — engleska (Oxford) populacija.
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Slika 24 Reprezentativni kromatogram fluorescentno obiljeZenih desijaliniziranih N-glikana ukupnih
proteina plazme. U kromatogramu su integrirana ukupno 32 kromatografska pika (granice pika omedene
rombom). EU — jedinica emisije.

I u slucaju desijaliniziranih N-glikana ukupnih plazmatskih proteina usporedivane su razine
desijaliniziranih  glikanskih grupa (DG) (srednje vrijednosti udjela pojedinacnog
kromatografskog pika u ukupnoj povrSini kromatograma) pacijenata s rijetkim varijantama
gena HNF1A4 (n = 33) 1 pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2 (n = 945). Statisticki
znacajne razlike dobivene su za dvije od ukupnih 32 izravno mjerene glikanske vrijednosti (p-
vrijednost < 0,05) (tablica 11). Desijalinizirane glikanske grupe DG19 i DG14 statisticki su
znacajno nize kod pacijenata s rijetkim varijantama gena HNF/A, u usporedbi s pacijentima s
ranim nastupom dijabetesa tipa 2 (tablica 11, slika 25), te mogu posluziti u razlikovanju ove

dvije skupine pacijenata.
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Tablica 11 Usporedba desijaliniziranog N-glikoma plazmatskih proteina pacijenata s rijetkim
varijantama gena HNFIA i pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2, zasebno u engleskoj i
hrvatskoj populaciji, te meta-analiza obje populacije. Prikazano je kretanje promjena glikanskih
vrijednosti (efekt), standardna pogreSska (SE) i p-vrijednosti. StatistiCki znaCajnom se smatra p-
vrijednost < 0,05 (oznacene podebljano).

ENGLESKA HRVATSKA META-ANALIZA

p- p- p- prilagodena
GLIKAN efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost p-vrijednost
DG19 -0,64 0,24 748E-03 | -0,67 0,31 3,17E-02 | -0,65 0,19 6,30E-04 2,02E-02
DG14 -0,51 0,24 3,17E-02 | -0,70 0,31 2,53E-02 | -0,58 0,19 2,26E-03 3,62E-02
DG25 -0,52 0,24 2,75E-02 | -0,47 0,31 1,30E-01 | -0,51 0,19 7,85E-03 8,37E-02
DG31 -0,41 0,24 8,50E-02 | -0,59 0,32 5,93E-02 | -0,47 0,19 1,25E-02 1,00E-01
DG21 0,28 0,24 226E-01| 0,73 0,31 2,02E-02| 044 0,19 1,87E-02 1,08E-01
DG29 -0,56 0,24 1,78E-02 | -0,22 0,31 4,84E-01 | -0,44 0,19 2,14E-02 1,08E-01
DG27 -0,46 0,24 5,13E-02 | -0,37 0,31 2,33E-01 | -0,43 0,19 2,37E-02 1,08E-01
DG15 0,44 024 6,05E-02 | 035 0,32 2,60E-01 | 0,41 0,19 3,02E-02 1,21E-01
DG16 0,26 0,24 282E-01| 0,58 0,31 6,33E-02| 0,38 0,19 4,84E-02 1,72E-01
DG30 -0,44 0,24 6,59E-02 | -0,10 0,32 7,39E-01 | -0,32 0,19 9,72E-02 3,11E-01
DG7 0,40 0,24 8,72E-02 | 0,05 032 8,67E-01 | 0,28 0,19 1,44E-01 4,19E-01
DG32 -0,27 0,24 2,56E-01 | -0,25 0,31 4,13E-01 | -0,27 0,19 1,65E-01 4,39E-01
DG26 -0,11 0,24 6,48E-01 | -0,47 0,31 1,26E-01 | -0,25 0,19 1,98E-01 4,87E-01
DG17 -0,21 0,24 3,71E-01 | -0,16 0,31 5,99E-01 | -0,19 0,19 3,07E-01 6,33E-01
DGS5 -0,23 0,22 3,00E-01 | -0,09 0,30 7,69E-01 | -0,18 0,18 3,16E-01 6,33E-01
DG4 -0,23 0,23  3,10E-01 | -0,09 0,31 7,72E-01 | -0,18 0,18 3,26E-01 6,33E-01
DG23 -0,46 0,24 526E-02 | 0,29 0,31 3,45E-01 | -0,18 0,19 3,36E-01 6,33E-01
DG18 0,29 0,24 2,19E-01 | -0,04 0,31 9,04E-01 | 0,17 0,19 3,70E-01 6,33E-01
DG24 -0,19 0,24 434E-01 | -0,13 0,31 6,86E-01 | -0,16 0,19 3,89E-01 6,33E-01
DG6 0,02 0,24 9,42E-01 | 0,37 0,31 230E-01 | 0,15 0,19 4,34E-01 6,33E-01
DG10 -0,12 0,24 6,17E-01 | -0,20 0,32 5,33E-01 | -0,15 0,19 4,41E-01 6,33E-01
DG20 -0,04 0,24 8,57E-01 | -0,30 0,30 3,21E-01 | -0,14 0,19 4,52E-01 6,33E-01
DG2 -0,20 0,24  4,03E-01 | -0,05 0,32 8,84E-01 | -0,14 0,19 4,55E-01 6,33E-01
DGS8 0,05 0,23 8,28E-01 | 0,27 0,31 3,89E-01 | 0,13 0,19 4,93E-01 6,58E-01
DG13 -0,01 0,24 9,62E-01 | 0,30 0,31 3,26E-01 | 0,10 0,19 5,81E-01 7,43E-01
DG1 0,22 0,24 3,50E-01 | -0,18 0,31 5,63E-01 | 0,07 0,19 6,98E-01 8,36E-01
DG22 0,17 0,24 485E-01 | -0,48 0,31 1,25E-01 | -0,07 0,19 7,06E-01 8,36E-01
DG28 -0,19 0,24 4,23E-01 | 0,17 0,31 5,94E-01 | -0,06 0,19 7,50E-01 8,36E-01
DG9 0,12 0,24 6,31E-01 | -0,04 0,32 9,08E-01 | 0,06 0,19 7,57E-01 8,36E-01
DG3 0,17 0,22 4,31E-01 | -0,19 0,29 5,22E-01 | 0,04 0,18 8,09E-01 8,63E-01
DG12 -0,16 0,23 4,78E-01 | 0,37 0,31 222E-01 | 0,03 0,19 8,61E-01 8,89E-01
DGI11 -0,03 0,24 8,85E-01 | 0,03 0,31 9,28E-01 | -0,01 0,19 9,53E-01 9,53E-01
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Slika 25 Razlike u udjelima individualnih desijaliniziranih glikanskih grupa kod pacijenata s ranim
nastupom dijabetesa tipa 2 (n = 945) i pacijenata s rijetkim varijantama gena HNF 1A (n = 33). Prikazane
su samo statisticki znacajno razliCite desijalinizirane glikanske grupe plazmatskih proteina, po
redoslijedu znacajnosti. Razlike su vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki
pravokutnik predstavlja raspon od 25. do 75. percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan.
Vanjske linije predstavljaju raspon do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog
raspona (IQR, razlika izmedu treceg i prvog kvartila). StrSece vrijednosti (engl. outliers) su naznacene
kruzi¢ima. DG — desijalinizirani glikan; CRO — hrvatska populacija; OX — engleska (Oxford) populacija.

Kao i u slucaju netretiranih N-glikana ukupnih proteina plazme i kod analize desijaliniziranih
glikana je HNF1A-skupina pacijenata preinacena tako da ukljucuje samo osobe s HNFI1A4
varijantama za koje je procijenjeno da su patogene i vjerojatno patogene, tj. da uzrokuju
HNF1A-MODY (n = 18). Statisticke analize ponovljene su na isti na¢in, medutim u ovom su
slu¢aju znacajne razlike dobivene za sedam od ukupno 32 izravno mjerenih desijaliniziranih
glikanskih parametara (p-vrijednost < 0,05) (tablica 12). U ovom su se slu¢aju najznacajnijim
glikanskim grupama pokazale DG19, DG25 1 DG27. One pokazuju najbolju diskriminacijsku
vrijednost dvije grupe pacijenata, i to s ve¢im stupnjem znacajnosti nego u slucaju kada su u
HNF1A-grupu uvrstene sve varijante gena HNF1A: p (DG19patogene varijante) = 1.07x10 naspram
P (DG19ve varijante) = 2.02x102; p (DG25 patogene varijante) = 1.03x107 naspram p (DG25sve varijante)
= 8,37x1072; p(DG27 patogene varijante) = 4,52x107 naspram p (DG27sve varijante) = 1.08x107!. Kao i
ranije, pacijenti s HNF1A-MODY-em imaju znacajno niZze razine navedenih glikana u
usporedbi s pacijentima s ranim nastupom dijabetesa tipa 2. Slika 26 prikazuje statisticki

znacajne razlike u udjelima pojedinacnih glikanskih grupa izmedu opisanih skupina pacijenata.
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Tablica 12 Usporedba desijaliniziranog N-glikoma plazmatskih proteina pacijenata s patogenim
varijantama gena HNF 1A, odnosno HNF1A-MODY-em i pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa
2, zasebno u engleskoj i hrvatskoj populaciji, te meta-analiza obje populacije. Prikazano je kretanje
promjena glikanskih vrijednosti (efekt), standardna pogreska (SE) i p-vrijednosti. Statisti¢ki zna¢ajnom
se smatra p-vrijednost < 0,05 (oznacene podebljano).

ENGLESKA HRVATSKA META-ANALIZA

p- p- p- prilagodena
GLIKAN efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost p-vrijednost
DG19 -1,16 0,31 2,30E-04 | -1,18 0,42 4,70E-03 | -1,17 0,25 3,35E-06 1,07E-04
DG25 -1,00 0,31 1,46E-03 | -1,02 0,42 1,53E-02 | -1,01 0,25 6,46E-05 1,03E-03
DG27 -0,82 0,31 9,10E-03 | -1,02 042 1,57E-02 | -0,89 0,25 4,24E-04 4,52E-03
DG21 0,70 031 2,35E-02 | 1,12 0,42 841E-03| 0,85 0,25 7,42E-04 5,69E-03
DG14 -0,75 0,32 1,84E-02 | -1,01 042 1,65E-02 | -0,84 0,25 9,21E-04 5,69E-03
DGI15 0,85 0,31 5,83E-03 | 0,76 043 7,35E-02| 0,82 0,25 1,07E-03 5,69E-03
DG31 -0,51 0,31 1,01E-01 | -1,01 0,43 1,73E-02 | -0,69 0,25 6,54E-03 2,99E-02
DG16 0,31 0,32 3,33E-01 | 1,12 042 7,80E-03 | 0,61 0,25 1,76E-02 7,04E-02
DG32 -0,55 0,32 8,21E-02 | -0,65 042 1,21E-01 | -0,59 0,25 2,09E-02 7,44E-02
DG26 -0,34 0,32 2,83E-01 | -0,92 042 2,776E-02 | -0,55 0,25 2,95E-02 9,45E-02
DG7 0,79 031 1,10E-02 | 0,01 0,43 9,83E-01| 0,52 0,25 3,92E-02 1,14E-01
DG23 -0,90 0,32 4,52E-03 | 0,45 043 285E-01 | -0,42 0,25 1,01E-01 2,54E-01
DG6 0,34 0,32 277E-01 | 0,53 042 2,09E-01 | 041 0,25 1,07E-01 2,54E-01
DGI11 0,21 0,32 5,10E-01 | 0,76 042 7,29E-02 | 041 0,25 1,11E-01 2,54E-01
DGS 0,36 0,31 244E-01 | 0,39 0,42 3,59E-01 | 0,37 0,25 1,41E-01 3,02E-01
DG24 -0,30 0,32 3,38E-01 | -0,43 0,42 3,02E-01 | -0,35 0,25 1,69E-01 3,38E-01
DG29 -0,23 0,32 4,60E-01 | -0,52 0,42 2,18E-01 | -0,34 0,25 1,87E-01 3,52E-01
DG30 -0,31 0,32 3,22E-01 | -0,31 0,43 4,67E-01 | -0,31 0,26 2,22E-01 3,95E-01
DG13 0,07 0,31 8,19E-01 | 0,59 042 1,61E-01 | 0,26 0,25 3,11E-01 5,03E-01
DG22 0,01 0,32 9,67E-01 | -0,73 0,42 827E-02 | -0,26 0,26 3,14E-01 5,03E-01
DG10 -0,15 0,32 6,42E-01 | -0,33 0,43 4,36E-01 | -0,21 0,26 4,06E-01 6,18E-01
DGI18 0,24 0,31 4,46E-01 | 0,03 0,42 9,35E-01| 0,16 0,25 5,13E-01 7,27E-01
DGI12 -0,56 0,31 6,94E-02 | 0,56 041 1,71E-01 | -0,16 0,25 5,22E-01 7,27E-01
DG20 0,06 0,32 8,38E-01 | -0,45 041 2,72E-01 | -0,13 0,25 6,11E-01 8,15E-01
DG28 -0,22 0,31 4,73E-01 | 0,10 043 8,13E-01 | -0,11 0,25 6,62E-01 8,47E-01
DG17 -0,16 0,32 6,07E-01 | 0,03 042 947E-01 | -0,09 0,25 7,15E-01 8,54E-01
DG3 0,17 0,29 561E-01 | -0,53 0,40 1,74E-01 | -0.08 0,23 7,37E-01 8,54E-01
DG9 0,15 0,32 6,29E-01 | -0,04 0,43 9,18E-01 | 0,08 0,26 7,48E-01 8,54E-01
DGl 0,28 0,31 3,65E-01 | -0,69 0,42 9,64E-02 | -0,07 0,25 7,87E-01 8,69E-01
DGS5 0,04 0,29 8,95E-01 | 0,09 041 826E-01 | 0,06 0,24 8,15E-01 8,70E-01
DG2 -0,10 0,32 7,50E-01 | 0,10 0,43 8,12E-01 | -0,03 0,26 9,10E-01 9,40E-01
DG4 -0,03 0,30 9.,20E-01 | 0,03 0,42 9,34E-01 | -0,01 0,24 9,74E-01 9,74E-01
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Slika 26 Razlike u udjelima individualnih desijaliniziranih glikanskih grupa kod pacijenata s ranim
nastupom dijabetesa tipa 2 (n = 945) i pacijenata s patogenim varijantama gena HNFIA, odnosno
HNF1A-MODY-em (n = 18). Prikazane su samo statisticki znacajno razlicite desijalinizirane glikanske
grupe plazmatskih proteina, po redoslijedu znacajnosti. Razlike su vizualizirane kao dijagrami
pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki pravokutnik predstavlja raspon od 25. do 75. percentila. Linija
unutar pravokutnika predstavlja medijan. Vanjske linije predstavljaju raspon do najvise, odnosno
najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog raspona (IQR, razlika izmedu tre¢eg i prvog kvartila).
Strsecée vrijednosti (engl. outliers) su naznacene kruzi¢ima. DG — desijalinizirani glikan; CRO — hrvatska
populacija; OX — engleska (Oxford) populacija.
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4.3.3. Derivirani parametri fukozilacije u HNF1A-MODY-u

Derivirani parametri fukozilacije plazmatskih proteina izvedeni su iz podataka o udjelima
pojedinacnih kromatografskih pikova netretiranih N-glikana u ukupnoj povrsini kromatograma
(odnosno u ukupnom N-glikomu plazmatskih proteina). Opis izratuna osam deriviranih
parametara dostupan je u tablici 5, poglavlje 3.3.2.5. Statistickim metodama, odnosno op¢im
linearnim modelom usporedivane su srednje vrijednosti deriviranih parametara pacijenata s
patogenim varijantama gena HNF1A (n = 18) 1 pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2
(n = 945). Statisticki znacajne razlike dobivene su za sedam od ukupno osam izvedenih
parametara fukozilacije (p-vrijednost < 0,05) (tablica 13). Dakle, svi derivirani parametri
fukozilacije, izuzev parametra koji opisuje srznu fukozilaciju, statisticki su znacajno razliciti
kod pacijenata s HNF1A-MODY-em, u usporedbi s pacijentima s ranim nastupom dijabetesa
tipa 2 (tablica 13, slika 27), te dobro razlikuju ove dvije skupine pacijenata. Indeks 5, koji
predstavlja omjer antenarno i srzno fukoziliranih tetraantenarnih struktura u ukupnom N-
glikomu plazmatskih proteina, pokazuje najbolju mo¢ razlikovanja HNF1A-MODY-a od
dijabetesa tipa 2 s ranim nastupom, te u tome nadmasuje i glikansku grupu GP30, najboljeg
diskriminatora opisanih skupina pacijenta od svih izravno mjerenih glikanskih parametra:

p (GP3Opatogene varijante) = 4,32X10-7 naspram p (INS patogene varijante) = 9,36X10-9-

Tablica 13 Usporedba deriviranih parametara fukozilacije plazmatskih proteina, izvedenih iz izravno
mjerenih glikanskih parametara, pacijenata s patogenim varijantama gena HNFI1A, odnosno HNF1A-
MODY -em i pacijenata s ranim nastupom dijabetesa tipa 2, zasebno u engleskoj i hrvatskoj populaciji,
te meta-analiza obje populacije. Prikazano je kretanje promjena deriviranih parametara (efekt),
standardna pogreska (SE) i p-vrijednosti. Statisticki zna¢ajnom se smatra p-vrijednost < 0,05 (oznacene
podebljano).

ENGLESKA HRVATSKA META-ANALIZA
DERIVIRANI p- p- p- prilagodena
PARAMETAR | ookt SE vrijednost | efekt SE  vrijednost | efekt SE  vrijednost p-vrijednost
Indeks 5 -1,40 0,30 3,80E-06 | -1,64 0,38 1,35E-05 | -1,49 0,23 1,99E-10 9,36E-09
Indeks_3 -1,06 0,31 542E-04 | -1,51 0,38 741E-05 | -1,23 0,24 2,12E-07 3,06E-06
Indeks 2 -1,10 0,30 2,54E-04 | -1,37 0,38 3,21E-04 | -1,20 0,24 3,26E-07 3,06E-06
Indeks_1 -1,01 0,31 9,82E-04 | -1,46 0,38 1,29E-04 | -1,19 0,24 6,54E-07 5,12E-06
AntFuc -0,86 0,31 539E-03 | -1,15 0,38 244E-03 | -0,97 0,24 4,76E-05 2,24E-04
Indeks 6 -0,72 0,31 197E-02 | -1,21 0,39 1,80E-03 | -0,91 0,24 1,67E-04 6,03E-04
Indeks 4 -0,61 031 479E-02 | -1,18 0,39 2,22E-03 | -0,84 0,24 5,58E-04 1,87E-03
CorFuc -0,11 0,31 7,16E-01 | 0,29 0,38 447E-01 | 0,05 0,24 844E-01 9,02E-01
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Slika 27 Razlike u vrijednostima deriviranih parametara fukozilacije kod pacijenata s ranim nastupom
dijabetesa tipa 2 (n = 945) i pacijenata s patogenim varijantama gena HNF1A4, odnosno HNF1A-MODY -
em (n = 18). Svi derivirani parametri koji opisuju fukozilaciju plazmatskih proteina, izuzev srzne
fukozilacije (CorFuc), statisticki se znacajno razlikuju medu ispitivanim skupinama pacijenata. Razlike
su vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plof), gdje svaki pravokutnik predstavlja raspon
od 25. do 75. percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan. Vanjske linije predstavljaju
raspon do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog raspona (IQR, razlika izmedu
treceg i prvog kvartila). StrSece vrijednosti (engl. outliers) su naznacene kruzi¢ima. AntFuc — antenarna
fukozilacija; CorFuc — srzna fukozilacija; IN — indeks; CRO — hrvatska populacija; OX — engleska
(Oxford) populacija.
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4.3.4. Razlikovanje HNF1A-MODY-a od dijabetesa tipa 2 koristenjem glikanskih parametara

4.3.4.1. Klasifikacija dijabetesa pomocu N-glikana ukupnih plazmatskih proteina

Ispitivanje uspjesnosti klasifikacije, odnosno previdanja statusa bolesti (u ovom slucaju
HNF1A-MODY-a), koristenjem podataka dobivenih profiliranjem N-glikana provedeno je
pomoc¢u ROC krivulje. Najprije je ispitana diskriminacijska to¢nost individualnih glikanskih
grupa (GP). U tu je svrhu koriStena linearna regresija, tocnije bivarijantna regresijska analiza
klasifikacije. U¢inkovitost klasifikacije dijabetesa koriStenjem individualnih glikana (GP) kao
biljega ispitana je usporedivanjem njihove razine kod pacijenata bez HNF'1 A4 varijante (n = 945)
1 pacijenata s rijetkim varijantama gena HNFIA (n = 33), odnosno pacijenata s iskljuc¢ivo
patogenim i vjerojatno patogenim HNF'1A4 varijantama (n = 18). U oba su se slucaja najboljim
diskriminatorima pokazale glikanske strukture u pikovima GP30, GP38 i GP36, od svih
ispitanih individualnih glikanskih pikova (slika 28). Kao i u prethodnom poglavlju, glikani
pokazuju vecu vrijednost u razlikovanju isklju¢ivo patogenih HNFIA varijanti: AUC
(GP30patogene varijante) = 0,894 (95 % CI 0,835 — 0,953) naspram AUC (GP30sve varijante) = 0,739
(95 % CI 0,640 — 0,838); AUC (GP38pat0genc varijante) = 0,882 (95 % CI 0,816 — 0,947) naspram
AUC (GP38sve varijante) = 0,710 (95 % CI 0,599 — 0,820); AUC (GP36patogene varijante) = 0,861 (95
% C1 0,795 — 0,928) naspram AUC (GP36sve varijanie) = 0,704 (95 % CI1 0,594 — 0,813). Svaki
prethodno spomenuti glikanski pik sadrzi antenarno fukozilirani N-glikan. Uoceni glikanski
obrasci su sukladni rezultatima prethodne studije®! i poznatom utjecaju HNF1a na fukozilaciju
proteina.

Nadalje, uz individualne glikanske grupe, ispitana je i ucinkovitost klasifikacije dijabetesa
pomocu ukupnog N-glikoma plazmatskih proteina (svih 42 individualnih glikanskih parametara
su koriSteni kao prediktori). To je napravljeno izgradnjom prediktivnog statistickog modela
koriStenjem regularizirane logisticke regresije, kako bi se konstruirao algoritam za
najucinkovitije razlikovanje dviju grupa pacijenata. ROC krivulja izradena je koriStenjem
opisanog algoritma. Postupak je ponovljen dvaput; prvi put usporedivanjem pacijenata bez
HNFIA varijanti 1 pacijenata s rijetkim HNF1A varijantama, a drugi put usporedbom samo s
pacijentima s isklju¢ivo patogenim i vjerojatno patogenim varijantama (slika 29). Dodavanjem
ukupnog plazmatskog N-glikoma u klasifikacijski model dobivena je bolja mo¢ diskriminacije
pacijenata s dijabetesom tipa 2 ranog nastupa od pacijenata s HNF1A-MODY-em, nego kad se
za navedenu diskriminaciju koristi samo jedan glikanski parametar. I u ovom slucaju glikani

pokazuju vecu uspjesnost u razlikovanju iskljucivo patogenih HNFIA varijanti (slika 29).
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Slika 28 ROC krivulje prikazuju u¢inkovitost individualnih glikanskih skupina (GP30, GP38 i GP36) u
razlikovanju: A) pacijenata s rijetkim HNF'14 varijantama; B) pacijenata s iskljucivo patogenim HNF1A4
varijantama medu pacijentima s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa (prije 45. godine Zivota).
ROC krivulje su dobivene bivarijantnom regresijskom klasifikacijskom analizom. GP — glikanski pik,
AUC — povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve).
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Slika 29 ROC krivulje prikazuju uéinkovitost ukupnog N-glikoma plazmatskih proteina u razlikovanju:
A) pacijenata s rijetkim HNF'1A4 varijantama; B) pacijenata s iskljucivo patogenim HNFIA varijantama
medu pacijentima s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa (prije 45. godine Zivota). N-glikom
plazmatskih proteina pokazuje vecu uspje$nost u razlikovanju iskljucivo patogenih HNFIA varijanti
(dio B). ROC krivulje su dobivene regulariziranom logisticCkom regresijom koja ukljucuje sve glikanske
parametre u klasifikacijski model. AUC — povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve).

4.3.4.2. Klasifikacija dijabetesa pomocu desijaliniziranih N-glikana plazmatskih proteina

Ispitana je i vrijednost desijaliniziranih N-glikana ukupnih proteina plazme kao biljega HNF1A-
MODY -a, odnosno njihova uspjesnost klasifikacije dijabetesa. Najprije je ispitana uspjesnost
razlikovanja podtipova dijabetesa koriste¢i individualne desijalinizirane glikanske grupe (DG)
linearnom regresijom, tocnije bivarijantnom regresijskom analizom klasifikacije. UspjeSnost
potencijalnih biljega ispitana je usporedbom njihovih razina kod pacijenata bez HNFIA
varijante (n = 945) 1 pacijenata s rijetkim varijantama gena HNF'IA (n =33), odnosno pacijenata
s iskljucivo patogenim i vjerojatno patogenim HNF'1A varijantama (n = 18). U oba su se slucaja
najboljim diskriminatorima pokazale desijalinizirane glikanske strukture u pikovima DGI19 i
DG25, od svih ispitanih individualnih desijaliniziranih glikana (slika 31). Uz navedene
glikanske grupe, zadovoljavaju¢u mo¢ razlikovanja podtipova dijabetesa pokazuju jos 1 DG14
(za sve rijetke HNF 1A varijante) i DG27 (za iskljucivo patogene HNF'IA varijante). I nakon
desijalinizacije glikani pokazuju vecu mo¢ razlikovanja iskljucivo patogenih HNF'1A varijanti:
AUC (DG19patogene varijante) = 0,868 (95 % CI 0,799 — 0,937) naspram AUC (DG19sve varijante) =
0,714 (95 % CI1 0,597 — 0,830); AUC (DG25patogene varijante) = 0,825 (95 % CI 0,732 — 0,918)
naspram AUC (DG25ve varijanie) = 0,678 (95 % CI 0,564 — 0,791). 1 u slucaju desijaliniziranih

struktura najuspjesniji klasifikatori dijabetesa sadrze antenarno fukozilirani N-glikan. Uz
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navedeno, potrebno je i spomenuti da najuspjesnija desijalinizirana glikanska grupa DG19 ipak
pokazuje nesto slabiju klasifikacijsku sposobnost u odnosu na najbolju netretiranu glikansku
grupu GP30; AUC (DG19patgene varijane) = 0,868 (95 % CI 0,799 — 0,937) naspram AUC
(GP30patogene varijante) = 0,894 (95 % CI 0,835 — 0,953).

Kao i prethodno, uz individualne desijalinizirane glikanske grupe, ispitana je i u¢inkovitost
klasifikacije dijabetesa pomocu ukupnog desijaliniziranog N-glikoma plazmatskih proteina
(svih 32 individualnih desijaliniziranih parametara su koristeni kao prediktori). Analiza je
provedena izgradnjom prediktivnog statistickog modela koriStenjem regularizirane logisticke
regresije, kako bi se konstruirao algoritam za najucinkovitije razlikovanje dviju grupa
pacijenata, cega je rezultat ROC krivulja. Postupak je ponovljen za dva uvjeta; prvo
usporedivanjem pacijenata bez HNF 1A varijanti s pacijentima s rijetkim HNFIA varijantama,
a drugi put usporedbom s pacijentima s isklju¢ivo patogenim i vjerojatno patogenim
varijantama (slika 31). Uklju¢ivanjem ukupnog desijaliniziranog plazmatskog N-glikoma u
klasifikacijski model dobivena je zadovoljavaju¢a mo¢ diskriminacije pacijenata s dijabetesom
tipa 2 ranog nastupa od pacijenata s HNFIA-MODY-em, medutim jedino induvidualni
desijalinizirani glikanski parametar DG19 pokazuje jo$ bolju mo¢ diskriminacije HNFI1A-
MODY pacijenata: AUC (DGparogene varijante) = 0,845 (95 % CI 0,767 — 0,923) naspram AUC
(DG19parogene varijante) = 0,868 (95 % CI 0,799 — 0,937). Ukupni desijalinizirani plazmatski N-
glikom ipak pokazuje vecu ucinkovitost razlikovanja dviju skupina pacijenata u usporedbi sa
svim ostalim individualnim desijaliniziranim parametrima. I u slucaju desijaliniziranih glikana,
veca je uspjeSnost u razlikovanju isklju¢ivo patogenth HNFIA  varijanti:
AUC (DGpatogene varijante) = 0,845 (95 % C1 0,767 — 0,923) naspram AUC (DGyve varijante) = 0,670
(95 9% CI1 0,551 - 0,790).

4.3.4.3. Klasifikacija dijabetesa pomocu deriviranih parametara fukozilacije

Zavrs$no, ispitana je 1 uspjeSnost klasifikacije dijabetesa koriStenjem deriviranih parametara
fukozilacije. Naime, ispitana je diskriminacijska to¢nost individualnih deriviranih parametara
izvedenih iz udjela povrSine netretiranih glikanskih pikova (GP) u ukupnom N-glikomu,
metodom linearne regresije. UspjeSnost klasifikacije dijabetesa koriStenjem deriviranih
parametara kao biljega ispitana je njihovom usporedbom kod pacijenata bez HNF'IA varijante

(n = 945) i pacijenata s isklju¢ivo patogenim i vjerojatno patogenim HNF1A varijantama (n =
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Slika 30 ROC krivulje prikazuju u¢inkovitost individualnih desijaliniziranih glikanskih skupina (DG19,
DQ@G25, DG14 i DG27) u razlikovanju: A) pacijenata s rijetkim HNFI1A varijantama; B) pacijenata s
isklju¢ivo patogenim HNFI A varijantama medu pacijentima s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa
(prije 45. godine Zivota). ROC krivulje su rezultat bivarijantne regresijske kasifikacijske analize. DG —
desijalinizirani glikan, AUC — povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve).
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18). Svi su se derivirani parametri (izuzev parametra koji opisuje srznu fukozilaciju) pokazali
uspjeSnim u razlikovanju pacijenata s HNFIA-MODY-em od pacijenata s neautoimunim
dijabetesom ranog nastupa, s rasponom povrsina ROC krivulja AUC = 0,777 — 0,925 (tablica
14, slika 32). Nadalje, najboljim diskriminatorom pokazao se Indeks 5, koji predstavlja omjer
antenarno i srzno fukoziliranih tetraantenarnih struktura u ukupnom N-glikomu plazmatskih
proteina, ¢ija rezultatna ROC krivulja pokazuje AUC (Indeks 5) = 0,925 (95 % CI 0,875 —
0,974). Navedeni rezultat ¢ini Indeks 5 najuspjesnijim klasifikatorom dijabetesa medu svim

glikanskim parametrima.
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Slika 31 ROC krivulje prikazuju ucdinkovitost ukupnog desijaliniziranog N-glikoma plazmatskih
proteina u razlikovanju: A) pacijenata s rijetkim HNFIA varijantama; B) pacijenata s iskljucivo
patogenim HNFIA varijantama medu pacijentima s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa (prije 45.
godine Zivota). Desijalinizirani N-glikom plazmatskih proteina pokazuje vecu uspjesnost u razlikovanju
isklju¢ivo patogenih HNF1A varijanti (dio B). ROC krivulje su rezultat regularizirane logisticke
regresijske analize koja ukljuCuje sve desijalinizirane glikanske parametre u klasifikacijski model. AUC
— povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve).

Tablica 14 PovrSine ispod krivulje (AUC) izvedene iz ROC krivulja koje opisuju diskriminacijsku
tocnost deriviranih parametara fukozilacije za razlikovanje HNF1A-MODY -a od dijabetesa tipa 2.

Derivirani parametar AUC (95 % CI)

Indeks 1 | 0,848 (0,767 — 0,929)
Indeks 2 | 0,875 (0,798 — 0,951)
Indeks 3 | 0,859 (0,781 — 0,938)
Indeks 4 | 0,777 (0,690 — 0,864)
Indeks 5 | 0,925 (0,875 — 0,974)
Indeks 6 | 0,802 (0,729 — 0,876)

AntFuc | 0,826 (0,740 — 0,912)
CoreFuc | 0,538 (0,433 — 0,643)
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Slika 32 ROC krivulje prikazuju uéinkovitost deriviranih parametara fukozilacije (Indeks 5, Indeks 3,
Indeks 2 i AntFuc) u razlikovanju pacijenata s iskljuéivo patogenim i vjerojatno patogenim HNF1A
varijantama medu pacijentima s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa (prije 45. godine Zivota).
ROC krivulje su rezultat bivarijantne regresijske kasifikacijske analize. AUC — povrSina ispod krivulje
(engl. area under the curve).

4.3.5. Klinicki potencijal glikanskih biljega

Dobivene klasifikacijske sposobnosti glikanskih biljega pobliZe su istrazene, kako bi se ispitao
njihov klinic¢ki potencijal. Ova je procjena provedena samo za najuspjesniju izravno mjerenu
individualnu glikansku grupu GP30 te za najuspjesniji derivirani parametar fukozilacije
Indeks 5. Premda je ukupni N-glikom plazmatskih proteina bolje klasificirao razlicite oblike
dijabetesa nego bilo koja individualna glikanska grupa, zbog kompleksnosti statisticke

manipulacije podatcima odluceno je ipak ispitati jednostavnije i izravnije glikanske parametre.
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Analizom ROC krivulje glikanskog pika GP30 utvrdeno je da dijagnosticki optimalna
vrijednost ovog glikanskog parametra iznosi 0,73. Navedena grani¢na vrijednost (engl. cut-off)
pruza optimalno razlucivanje pacijenata s HNF1A-MODY oblikom dijabetesa od pacijenata s
neautoimunim dijabetesom ranog nastupa, pokazujuci osjetljivost (stopu stvarno pozitivnih) od
89 % 1 specifiCnost (stopu stvarno negativnih) od 77 %. U ovom konkretnom slucaju,
promatrajuci ispitivanu populaciju, ukoliko bi se kao grani¢na vrijednost upotrijebio GP30 =
0,73, propustio bi se samo jedan pacijent s patogenom i jedan pacijent s vjerojatno patogenom
HNFIA varijantom, od ukupno 18 pacijenata oboljelih od HNF1A-MODY-a, §to rezultira
osjetljivoséu od 89 %. Nadalje, ukoliko bi se GP30 upotrijebio kao alatka za stratifikaciju
pacijenata (uvjet za dijagnosti¢ko sekvenciranje: GP30 < 0,73), prenoseci na ovu ispitivanu
populaciju, navedeno bi znacilo sekvenciranje gena HNFIA kod 250 pacijenata (26 %
ispitivane kohorte), a rezultiralo identifikacijom 21 pacijenta nositelja rijetke HNF1A4 varijante
(mutacije). Nadalje, to bi znacilo identifikaciju 16 pacijenata s inaktivirajuéim mutacijama
(patogene HNF'IA varijante), tri pacijenta s benignim mutacijama i dva pacijenta s varijantama
nepoznatog znacaja (VUS).

Analogno, analizom ROC krivulje deriviranog parametra fukozilacije Indeksa 5 utvrdeno je
da dijagnosticki optimalna vrijednost ovog deriviranog glikanskog parametra iznosi 8,41. Ova
grani¢na vrijednost pruza optimalno razlucivanje pacijenata s HNFIA-MODY oblikom
dijabetesa od pacijenata s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa, pokazujuci osjetljivost od
83 % 1 specifi¢nost od 91,5 %. U ovom konkretnom sluc¢aju, promatrajuci ispitivanu populaciju,
ako se kao grani¢na vrijednost uzme Indeks 5 = 8,41, propustio bi se samo jedan pacijent s
patogenom i dva pacijenta s vjerojatno patogenom HNF'I 4 varijantom, od ukupno 18 pacijenata
oboljelih od HNF1A-MODY-a, Sto rezultira osjetljivos¢u od 83 %. Nadalje, ukoliko bi se
Indeks 5 upotrijebio kao alatka probira pacijenata (uvijet za dijagnosticko sekvenciranje:
Indeks 5 <8,41), to bi znacilo sekvenciranje gena HNF'1A4 kod 103 pacijenata (11 % ispitivane
kohorte), a rezultiralo identifikacijom 19 pacijenata nositelja rijetke HNFIA varijante
(mutacije). Nadalje, navedeno bi znacilo identifikaciju 15 pacijenata s inaktivirajuéim
mutacijama (patogene HNFIA varijante), dva pacijenta s benignim mutacijama 1 jednog
pacijenta s varijantom nepoznatog znacaja (VUS).

Naprotiv, ukoliko bi se koristio kriterij nastupa dijabetesa u dobi < 25 godina, §to je trenutno
jedan od glavnih klinickih kriterija za dijagnostiku HNF1A-MODY-a, u ovoj bi se populaciji

pacijenata identificiralo samo devet pacijenata s inaktiviraju¢im mutacijama, od ukupno 18, §to
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rezultira osjetljivoséu od 50 %. Takoder, ako bi se nastup dijabetesa prije 25. godine Zivota
uzeo kao kriterij za dijagnosticko sekvenciranje, u ovom konkretnom slucaju to bi znacilo da
bi se gen HNF 1A sekvencirao kod 102 pacijenta (11 % ispitivane populacije), pri ¢emu bi se
identificiralo devet pacijenata s inaktiviraju¢im mutacijama (patogene HNF'1A4 varijante) i jedan
pacijent s varijantom nepoznatog znacaja (VUS), dok bi se ostalih 25 pacijenata s rijetkim

varijantama HNF'1A4 gena propustilo sekvencirati, a time i dijagnosticirati.

4.3.6. Glikani kao biljezi funkcije rijetkih varijanti gena HNF1A

GP30, najbolji izravno mjereni individualni glikanski biljeg, znac¢ajno je nizi kod pacijenata s
patogenim 1 vjerojatno patogenim HNFIA varijantama, nego kod pacijenata s HNFIA
varijantama za koje je procijenjeno da su benigne, odnosno da nemaju negativan utjecaj na
funkciju. Medijan glikanskog pika GP30 kod patogenih HNF'I A varijanti iznosi 0,44 (IQR 0,34
—0,56), te se znacajno razlikuje od medijana GP30 kod benignih HNFA varijanti, koji iznosi
1,10 (IQR 0,57 — 1,55), p = 0,004. Medijan glikanskog pika GP30 kod pacijenata s varijantama
nepoznatog znacaja ne razlikuje se znacajno od medijana kod pacijenata s benignim HNF1A
varijantama ili bez HNF'1A varijanti (p-vrijednost nije statisticki znacajna). Razlike u udjelima
glikanskih grupa GP30, GP36 i GP38 kod pacijenata bez HNF'1A varijante (n = 945), pacijenata
s patogenim varijantama gena HNF1A (n= 18), pacijenata s benignim varijantama gena HNF 1A
(n = 8) i pacijenata s varijantama nepoznatog znacaja (n = 7) prikazane su na slici 33. Opisane
razlike upucuju da glikani pokazuju vrijednost u predikciji patogenosti HNF'1A4 varijanti.
Nadalje, analizirane su razine glikanskog pika GP30 kod pacijenata s varijantama nepoznatog
znacaja te kod novootkriventh HNFIA varijanti, kako bi se utvrdila njegova korisnost u
odredivanju funkcionalnog u¢inka alelne varijante. U ispitivanoj kohorti tri su razli¢ite varijante
nepoznatog znacaja (ukupno sedam pacijenata). Tri pacijenta nositelja varijante p.P291T 1 jedan
pacijent nositelj varijante p.T515K imaju razinu GP30 iznad predlozene grani¢ne vrijednosti
(GP30 < 0,73), Sto sugerira benigni u¢inak navedenih varijanti na gensku funkciju. Sva tri
pacijenta s varijantom p.A251T imaju razinu GP30 nizu od 0,73, $to upucuje na patogeni u¢inak
varijante. Razine GP30 klasificirale su novootkrivene HNFIA varijante na sljede¢i nacin:
pacijentu s varijantom p.K222N razina GP30 iznosi 0,33, Sto upucuje na patogenost varijante,
dok pacijenti s varijantama p.S3C i p.G151S imaju razinu GP30 oko grani¢ne vrijednosti, §to
onemogucuje nedvojben zakljuCak o njihovoj patogenosti. Prema ostalim znacajkama i

rezultatima funkcionalnih ispitivanja te su varijante okarakterizirane kao vjerojatno patogene.
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Slika 33 Razlike u udjelima individualnih glikanskih grupa (GP) kod pacijenata bez HNF' A4 varijante,
odnosno s dijabetesom tipa 2 (n = 945), pacijenata s benignim varijantama gena HNFIA (n = 8),
pacijenata s varijantama nepoznatog znacaja (n = 7) i pacijenata s patogenim varijantama gena HNF14
(n = 18). Razlike su vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki pravokutnik
predstavlja raspon od 25. do 75. percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan. Vanjske
linije predstavljaju raspon do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1,5 x interkvartilnog raspona
(IQR, razlika izmedu treceg i prvog kvartila). StrSec¢e vrijednosti (engl. outliers) naznacene su
kruzi¢ima. GP — glikanski pik; VUS — varijanta nepoznatog znacaja (engl. variant of unknown
significance).

4.4. Identifikacija i strukturna karakterizacija glikanskih struktura

Radi lakSeg razumijevanja i funkcionalne interpretacije opazenih promjena glikanskih
parametara u HNF1A-MODY-u provedena je i1 identifikacija te strukturna karakterizacija
nepoznatih glikanskih struktura (prvenstveno prisutnih u pojedina¢nim kromatografskim
pikovima desijaliniziranih N-glikana), te potvrda poznatih glikanskih struktura prisutnih u
statistiCki znacajnim glikanskim pikovima. Strukture prisutne u pikovima od interesa
identificirane su kombinacijom metoda: najprije je provedeno profiliranje glikana HILIC-

UPLC teku¢inskom kromatografijom, pri ¢emu su sakupljani kromatografski (glikanski) pikovi

Tamara Pavi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 80

od interesa, nakon cega su isti podvrgnuti razgradnji egzoglikozidazama ili su analizirani
metodama spektrometrije masa (MALDI-TOF-MS i nanoLC-ESI-MS). Uz individualne
glikanske pikove, analizirane su 1 smjese ukupnih glikana (prvenstveno desijaliniziranih).
Navedeni pristup omogucava identifikaciju velikog broja glikanskih struktura prisutnih u

analiziranom uzorku, §to je omogucila komplementarnost primijenjenih analitickih metoda.

4.4.1. Potvrdivanje struktura prisutnih u znacajnim pikovima netretiranih N-glikana

Fluorescentno obiljezeni N-glikani analizirani su normalno-faznom teku¢inskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama (HILIC-
UPLC). Kromatogrami netretiranih N-glikana ukupnih proteina plazme razdvojeni su na 42
kromatografska pika, unutar kojih su glikanske strukture prethodno odredene i poznate
(poglavlje 3.3.2.4., tablica 4).*? Buduéi da ovo istrazivanje postulira ukljucenost
transkripcijskog faktora HNF1a u regulaciju fukozilacije plazmatskih proteina, pretpostavka je
da ¢e se utjecaj inaktiviraju¢ih varijanti gena HNFIA najznacajnije ispoljiti upravo na
fukoziliranim glikanskim strukturama. Iz tog je razloga provedena dodatna provjera i potvrda
struktura N-glikana prisutnih u najznacajnijim glikanskim pikovima — GP30, GP36 1 GP38.
Potvrda struktura provedena je na temelju rezultata razgradnje glikana egzoglikozidazama, $to
rezultira nizom kromatograma u kojima je moguce pratiti kretanje kromatografskih pikova
uslijed promjene odgovarajuce glikanske strukture ili one novonastale pojedinom razgradnjom
(slika 34). Upotrijebljeni enzimi 1 njihove kombinacije, kao 1 specificnost pojedinog enzima
opisana je u poglavlju 3.3.2.6. Nadalje, potvrda glikanskih struktura provedena je metodama
spektrometrije masa, i to pomoc¢u podataka o masi i sastavu glikana dobivenih MALDI-MS
analizom (slika 35) i nanoLC-ESI-MS analizom sakupljenog pojedinacnog pika (slika 36).
Kombiniranje dobivenih informacija o sastavu i strukturi ispitivanih glikanskih grupa dovelo
je do konac¢nog zakljucka o strukturi N-glikana prisutnih u glikanskim pikovima od interesa,
koji su ujedno i najznacajnije promijenjeni glikani kod pacijenata s HNF1A-MODY oblikom
dijabetesa. Strukture N-glikana prisutnih u glikanskim pikovima GP30, GP36 i GP38 prikazane

su na slici 37.
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N-glikom plazmatskih proteina

GP36 nakon tretmana sijalidazom ABS

GP36 nakon tretmana sijalidazom ABS i fukozidazom AMF

GP36 nakon tretmana sijalidazom ABS, fukozidazom AMF i galaktozidazom BTG

Slika 34 Primjer odredivanja strukture N-glikana razgradnjom uzorka egzoglikozidazama. U gornjem
je primjeru enzimom fukozidazom iz badema potvrdeno da dominantna glikanska struktura prisutna u
GP36 sadrzi antenarno vezanu fukozu (enzim otpusta iskljucivo a-1-3,4-vezanu fukozu, no ne i a-1,6-
vezanu srznu fukozu). GP36 — glikanski pik 36, ABS — sijalidaza iz Arthrobacter ureafaciens, AMF —
fukozidaza iz badema, BTG — galaktozidaza iz govedih testisa.
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Slika 35 Reprezentativni MALDI-TOF-MS spektar N-glikana ukupnih proteina plazme. Prikazano je
deset najzastupljenijih glikanskih struktura. m/z — omjer mase i naboja.
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Slika 36 Primjer EIC kromatograma (engl. extracted-ion chromatogram), te ESI-MS spektra glikanskih
struktura prisutnih u glikanskom piku GP36. m/z — omjer mase i naboja.
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Slika 37 A) Primjer HILIC-UPLC kromatograma N-glikana otpustenih s ukupnih proteina plazme. B)
Glikanski pikovi koji su se pokazali najboljima u razlikovanju HNF1A-MODY-a od neautoimunog
dijabetesa ranog nastupa s pripadaju¢im N-glikanskim strukturama oznaceni su kako slijedi: GP30

zeleno, GP36 crveno, GP38 Zuto.
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4.4.2. Odredivanje glikanskih struktura desijaliniziranog N-glikoma plazmatskih proteina

Otpusteni 1 fluorescentno obiljezeni N-glikani dodatno su tretirani sijalidazom iz Arthrobacter
ureafaciens kako bi se otpustile a-2,3-, a-2,6-, a-2,8- 1 a-2,9-vezane sijalinske kiseline. Uzorci
su potom iznova analizirani normalno-faznom tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke
djelotvornosti temeljenom na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC). Kromatogrami
desijaliniziranih N-glikana ukupnih proteina plazme razdvojeni su na 32 kromatografska pika,
unutar kojih se nalaze nepoznate glikanske strukture. Razlog desijaliniziranja uzoraka bilo je
pretpostavljeno bolje kromatografsko razdvajanje glikanskih struktura od interesa (prvenstveno
fukoziliranih). Nadalje, sijalinske su kiseline podloZzne spontanom otpadanju s N-glikana
prilikom analize spektrometrijom masa, te na taj nacin utjecu na to¢nost dobivenih rezultata.
Njihovim uklanjanjem znacajno se povecava robustnost i reproducibilnost metoda analize
glikana temeljenih na spektrometriji masa. Odredivanje struktura desijaliniziranog N-glikoma
plazmatskih proteina provedeno je na razini smjese ukupnih desijaliniziranih glikana i na razini
individualnih pikova, posebice najznacajnijih — DG19 i DG2S. Strukturna karakterizacija i ovaj
je put vrSena na temelju rezultata razgradnje glikana egzoglikozidazama — smjese ukupnih
desijaliniziranih glikana (slika 38) 1 pojedinacnih pikova (slika 39). Upotrijebljeni enzimi i
njihove kombinacije, kao i aktivnost pojedinog enzima opisana je u poglavlju 3.3.2.6. Nadalje,
odredivanje strukture desijaliniziranih glikana vrSeno je metodama spektrometrije masa, i to
MALDI-TOF-MS (slika 40) i nanoLC-ESI-MS analizom.

Kombiniranje dobivenih informacija o sastavu 1 strukturi ispitivanih desijaliniziranih
glikanskih grupa i njihove smjese dovelo je do odredivanja struktura N-glikana prisutnih u
kromatografskim pikovima desijaliniziranog N-glikoma. Analiza je uspjeSno provedena za
veéinu desijaliniziranih pikova, izuzev nekoliko iznimaka, ¢emu je uzrok slabi intenzitet
kromatografskih pikova i mala koncentracija analiziranih glikana unutar istih. Odredene
strukture N-glikana prisutnih u pikovima desijaliniziranih glikana ukupnih proteina plazme

dane su u tablici 15.
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Slika 38 Primjer sckvenciranja glikana koriStenjem egzoglikozidaza. U gornjem je primjeru
desijalinizirani N-glikom plazmatskih proteina tretiran nizom egzoglikozidaza. Kombiniranjem
specifi¢nosti koriStenih egzoglikozidaza i znanja o doprinosu pojedinacnog monosaharida omogucena
je analiza oligosaharidne sekvence. AMF — fukozidaza iz badema; BKF — fukozidaza iz govedih
bubrega; BTG — galaktozidaza iz govedih testisa, GUH — N-acetilheksozaminidaza iz Streptococcus
pneumoniae, JBM — manozidaza iz graha.
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Slika 40 Primjer MALDI-TOF-MS spektra desijaliniziranih glikanskih pikova DG19 i DG2S.
DG — desijalinizirani glikanski pik, m/z — omjer mase i naboja.
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Tablica 15 Identificirane strukture desijaliniziranog N-glikoma ukupnih proteina plazme. Glikanske
strukture imenovane su prema Oxford nomenklaturi.'® DG — desijalinizirani glikanski pik, m/z — omjer
mase i naboja, H — heksoza, N — N-acetilglukozamin, F — deoksiheksoza (fukoza), n.o. — nije odredeno.

Kromatografski m/z ([M+Na]") Sastav Struktura*
pik teorijski opazeno H| N |F
DG1 1605,60 1605,59 3 4 1 FA2
DG2 1377,49 1377,42 8 2 0| M5
DG3 1808,68 1808,60 3 5 1 FA2B
1621,59 1621,59 4 | 4 |0 A2[6]Gl
DG4 1621,59 1621,80 4 | 4 |0 A2[3]Gl
DG5 1824,67 1824,80 4 | 5 | 0| A2[6]BGI
DGo6 1824,67 1824,80 4 | 5 | 0| A2[3]BGI
1767,65 1767,62 4 | 4 |1 FA2[6]GI
DG7 1767,65 1767,62 4 | 4 |1 FA2[3]GI
DGS8 1970,73 1970,93 4 | 5 1 FA2[6]BGl
DG9 1539,54 1539,66 6 2 0 M6
1970,73 1970,87 4 | 5 1 FA2[3]BGlI
DG10 1783,65 1783,76 5 4 0 A2G2
DGI11 1783,65 1783,74 5 4 0 A2G2
DGI12 1742,62 1742,71 6 3 0 MS5AIGI
1929,71 1930.00 51 4 |1 FA2G2
DG13 1929,71 1929,95 51 4 |1 A2F1G2
2132,79 2133.07 515 |1 FA2BG2
DG14 2132,79 2132,73 515 |1 A2FIBG2
DGI15 n.o.
DG16 2148,78 2148,95 6 5 0 A3G3
1863,65 1863,67 8 2 0 M8D2
DG17 2148,78 2148,87 6 5 0 A3G3
1863,65 1863,67 8 2 0 M8DI
DGI18 2294,84 2295,32 6 5 1 FA3G3
DG19 2294,84 229493 6 | 5 1 A3F1G3
DG20 2025,70 2025,32 9 2 0 M9
2440,90 2441.00 6 | 5 | 2 | FA3FIG3
DG21 2513,91 2414.00 7 6 | 0| AdG4
DG22 2513,91 2514,35 7 6 | 0| AdG4
DG23 2187,75 2188,12 10 2 |0 GlcM9
DG24 2659,97 2660,54 7 | 6 | 1| FA4G4
DG25 2659,97 2659,92 7 | 6 | 1| A4F1G4
DG26 n.o.
DG27 2806.03 2806,51 7 | 6 2 A4F2G4
DG28 — DG32 n.o.

*Simboli struktura: svi N-glikani imaju dva srzna GIcNAc-a; F na pocetku kratice oznacava srznu
fukozu a-1,6-vezanu za srzni GlcNAc; Mx, broj (x) manoza vezanih na dva srzna GIcNAc-a; Ax, broj
antena (GIcNAc-a) na bazi od tri manoze; A2, biantenar s oba 3-1,2-vezana GlcNAc-a; A3, triantenar s
B-1,2-vezanim GlcNAc-om na dvije manoze i tre¢im [-1,4-vezanim GIcNAc-om na o-1,3-vezanu
manozu; A4, vezanje isto kao i kod A3, jedino je dodatni GIcNAc B-1,6-vezan na a-1,6-vezanu manozu;
B, ra¢vajuci (engl. bisecting) GIcNAc B-1,4-vezan na B-1,3-vezanu manozu; Gx, broj (x) p-1,4-vezanih
galaktoza (na antenama); Fx, broj (x) a-1,3-vezanih fukoza na antenarne GlcNAc-ove. Preuzeto i
prilagodeno iz Saldova i sur., 2014.%
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§ 5. RASPRAVA

5.1. Glikanski obrasci u HNF1A-MODY-u

Glikozilacija je posttranslacijska modifikacija karakterizirana dodavanjem Secernih ostataka
(glikana) na proteinsku okosnicu. To je sloZen, visokospecifi¢an i strogo reguliran proces, koji
ukljucuje brojne gene i njihove produkte.'®! Prije pedesetak godina na glikane se gledalo kao
na nevazne strukture, koje eventualno povecavaju topljivost proteina ili doprinose zastiti od
proteolize, te koje nemaju nikakvu funkcionalnu vaznost. Danas je poznato da pravilno
funkcioniranje brojnih proteina ovisi o to¢nosti njihove glikozilacije, stoga ne cudi vazna uloga
koju glikozilacija igra u raznim fiziolo§kim procesima, kao i u patofiziologiji mnogih bolesti.?
Nadalje, nije iznenaduju¢e da glikani privla¢e sve viSe pozornosti mnogih znanstvenika,
biofarmaceutskih tvrtki i regulativnih tijela, s obzirom da N-glikani dokazano utjeCu na
sigurnost i u¢inkovitost bioloskih lijekova.!”? Glikanska svojstva, poput sijalinizacije, srzne
fukozilacije, laktozaminskih sekvenci, a-galaktoze 1 N-glikolilneuraminske kiseline trebaju biti
optimizirana 1 kontrolirana prilikom proizvodnje lijeka. Takoder, postignut je znacajni
napredak u razvoju visokoprotoénih metoda za analizu N-glikana velikog broja uzoraka.*®
Glikomske studije temeljene na takvim visokoprotocnim analizama omogucavaju identifikaciju
promjena glikozilacije tijekom razli¢itih bioloskih procesa i faza bolesti, omogucavajuéi otkrice
dijagnosti¢kih i prognostickih biljega temeljenih na glikanima.*

Umrezavanjem visokoproto¢nih glikomskih analiza s GWAS studijama identificirani su neki
od ¢lanova kompleksne regulacijske mreze glikozilacije.'® Prva GWAS studija provedena na
N-glikomu ukupnih plazmatskih proteina identificirala je gen HNF1A4 kao sredi$nji regulator
procesa fukozilacije proteina, §to prije nije bilo poznato.!! HNFIA, odnosno njegov produkt
HNFla, uklju¢eni su i u regulaciju procesa biosinteze fukoze i u regulaciju aktivnosti
fukoziltransferaza (FUT3, FUTS5, FUT6 i FUTS), enzima koji kataliziraju vezanje fukoznog
ostatka na N-glikan u nastajanju.

S druge strane, uloga gena HNFIA u etiologiji monogenskog dijabetesa dobro je
poznata.'>!37* Mladi odrasli ljudi s dijagnozom dijabetesa od druge do cetvrte dekade Zivota
lijecnicima predstavljaju izazov za dijagnosticiranje, zbog Sirokog spektra potencijalnih

etiologija i diferencijalnih dijagnoza. Dijabetes tipa 1 jos se uvijek pojavljuje u navedenoj dobi
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(doduse sa smanjenom ucestalo$¢u), dok se dijabetes tipa 2 pojavljuje kod sve mlade
populacije. Ovo je takoder dob kada se ispoljava vecina oblika monogenskog dijabetesa.

Dijabetes mladih koji se javlja u odrasloj dobi (MODY) se najjednostavnije moze definirati
kao poremecaj B-stanica monogenskog uzroka. Lista poznatih gena-uzro¢nika ,,MODY
fenotipa“ navedena je u Literaturnom pregledu, tablica 2, a najucestaliji oblik, medu odraslom
populacijom, je upravo HNFIA-MODY. MODY je uobicajeno karakteriziran ranim nastupom
(10. — 45. godine zivota), autosomno-dominantnim nasljedivanjem, o¢uvanom endogenom
produkcijom inzulina, odsutno$¢u znakova autoimunosti na B-stanice, te odsutnos¢u znakova
inzulinske rezistencije. Od navedenih je znakova jedino ocuvanost endogene produkcije
inzulina nevarijabilna, ostali kriteriji variraju medu identificiranim sluc¢ajevima. Slika vitkog
mladog pacijenta, bez potrebe za egzogenim inzulinom 1 viSegeneracijskom obiteljskom
anamnezom dijabetesa poprilicno je jasna i takvi se slucajevi jednostavno prepoznaju. Nazalost,
priblizno 50 % pacijenata nema ove tipi¢ne karakteristike, $to otezava ispravno
dijagnosticiranje.”> Brojni faktori doprinose pogresnom dijagnosticiranju monogenskog
dijabetesa; njegova je prevalencija niska u usporedbi s dijabetesom tipa 1 ili 2, klinicke
karakteristike pacijenata uvelike se preklapaju kod razli¢itih oblika dijabetesa, molekularna
dijagnostika (smatrana zlatnim standardom za otkrivanje monogenskog dijabetesa) preskupa je
za neselektivnu primjenu, njena je dostupnost takoder varijabilna, a 1 kad je dostupna, njeno
koriStenje opet ovisi o iskustvu i svjesnosti o postojanju monogenskog dijabetesa kod lije¢nika-
dijagnosticara. S obzirom na poteskoce pri dijagnosticiranju MODY-a i visoku cijenu genskog
testiranja, razvoj negenskih biljega, specificnih za MODY, podrucje je velikog interesa. Biljezi
su alati koji klini€arima pomazu predvidjeti, dijagnosticirati, pratiti ili probrati specifi¢nu
bolest. Idealan je biljeg klinicki koristan, utoliko $to pokazuje visoku osjetljivost i specifi¢nost
za odredenu bolest/stanje, jeftin 1 Siroko dostupan, jednostavno mjerljiv i sposoban razlikovati
pojedince sa ili bez bolesti.®’

HNFIA kodira za transkripcijski faktor koji je visoko eksprimiran i u drugim tkivima osim
gusterace, posebice u jetri.!? Kako sve oblike dijabetesa karakterizira neki defekt p-stanica,
potencijalni biljeg treba reflektirati neka nepankreasna svojstva specificna za MODY, koja se
ne pojavljuju kod ostalih oblika dijabetesa. Kao platforma za trazenje potencijalnih biljega
posluzile su GWAS studije, koje su povezale funkciju HNF1A4 s brojnim svojstvima, poput
serumske razine C-reaktivnog proteina'®, y-glutamil transferaze'®®, apolipoproteina M’¢ i LDL

kolesterola!®®. Na isti je nacin, putem GWAS studije, otkrivena povezanost HNFIA s
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glikozilacijom proteina, kao §to je ranije istaknuto.!! Pretpostavljeno je da ée pacijenti s
inaktivirajuéim mutacijama gena HNFIA (mutacije koje dovode do gubitka funkcije)
pokazivati istaknute promjene glikozilacijskog profila plazmatskih proteina (koji se ve¢inom
sintetiziraju u jetri, gdje je HNF'IA visoko eksprimiran) naspram pacijenata s drugim oblicima
dijabetesa. To je naredna studija i dokazala®!, pri ¢&emu je konstruiran deriviran glikanski indeks,
koji predstavlja potencijalno uspjesan biljeg HNF1A-MODY-a. Medutim, opisana je studija
ispitivala uspjesnost klasifikacije dijabetesa glikanskim biljegom koriste¢i dobro definirane
skupine pacijenata, nedvojbenih dijagnoza, §to u stvarnim klinickim uvjetima nikad nije slucaj.
Stvarna vrijednost glikana kao specifi¢nih biljega HNFIA-MODY-a ispitana je u ovom
doktorskom radu, koriste¢i neprobranu skupinu pacijenata s nastupom dijabetesa u mladoj
odrasloj dobi, uz odsutnost znakova pankreasne autoimunosti. Ovi simulirani uvjeti najblizi su
svakodnevnoj situaciji s kojom se susrecu dijabetolozi, osiguravaju tocnije informacije o

Analiziraju¢i glikozilaciju ukupnih plazmatskih proteina pacijenata s ranim nastupom
neautoimunog dijabetesa, opazene su opsezne i statisticki znacajne promjene u sastavu N-
glikoma pacijenata s rijetkim varijantama gena HNFIA. Navedene promjene pokazuju
potencijal za poboljSanje diferencijalne dijagnostike dijabetesa, kao biljezi specificni za
HNF1A-MODY. Jedan od mehanizama regulacije fukozilacije putem HNFIA jest povecanje
ekspresije fukoziltransferaznih gena FUT3, FUT5 1 FUT6, posljedicno odgovornih za
antenarnu fukozilaciju. Stoga bi osobe s inaktiviraju¢im (patogenim) varijantama gena HNF'1A
posljedi¢no trebale razviti HNF1A-MODY te istovremeno pokazivati promjene u fukozilaciji
proteina, odnosno imati nize razine glikana s antenarnom fukozom u usporedbi s osobama bez
inaktiviraju¢ih HNF'1A varijanti. Zapravo, ovaj je u¢inak vidljiv u rezultatima ovog doktorskog
rada, budu¢i da svi zna¢ajno promijenjeni glikani sadrze antenarno vezanu fukozu, te su njihove
razine statisticki znacajno niZze kod pacijenata s HNFIA-MODY-em. Ovi su rezultati
podudardni s prija$njim istrazivanjem.?! Glikanske grupe sadrZane u pikovima GP30, GP36 i
GP38 (svi sadrze antenarno fukozilirane glikane) zadovoljavajuée diskriminiraju pacijente s
patogenim HNF'IA varijantama, za koje je vrlo vjerojatno da boluju od MODY -a, od pacijenata
bez HNFI1A varijanti (s ranim nastupom dijabetesa tipa 2), s rasponom AUC 0,86 — 0,9.
Desijalinizirane glikanske grupe pokazuju nesto slabiju, no jo§ uvijek zadovoljavaju¢u mo¢
odabira pacijenata s HNF1IA-MODY-em (AUC 0,79 — 0,87). Analiza desijaliniziranih glikana

provedena je prvenstveno iz povijesnih razloga — naime, prijasnja je studija’' provedena
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koriStenjem upravo tako pripremljenih glikana te su oni posluzili kao osnova za kreiranje
prvotnog glikanskog biljega (DG9 indeksa). Takoder se smatralo da ¢e uklanjanje a-sijalinske
kiseline poboljsati kromatografsko razdvajanje glikana od interesa, odnosno da ¢e imati ucinak
na njihovu raspodjelu unutar pikova. Medutim, u ovom je istrazivanju koristena naprednija
metodologija analize N-glikana — HILIC-UPLC umjesto prethodno koristene HILIC-HPLC
metode. Novija metoda omogucava bolju osjetljivost te ucinkovitije razdvajanje otpustenih N-
glikana (42 kromatografska pika naspram 16), daju¢i jasnije rezultate. Navedeno je
najvjerojatniji razlog zbog kojeg su netretirani N-glikani bolji od desijaliniziranih u
klasificiranju pacijenata s razli¢itim oblicima dijabetesa, §to ¢e u buducénosti omoguditi
izostavljanje dodatnog enzimskog uklanjanja a-sijalinske kiseline. Izostavljanje tog dodatnog
koraka ne samo da smanjuje vrijeme i troSak analize, ve¢ snizava i mogucénost eksperimentalne
pogreske 1 varijacije.

Dobiveni rezultati pokazali su da samo jedna pojedinacna glikanska grupa ima dobru mo¢
razlikovanja HNFIA-MODY-a od dijabetesa tipa 2 s ranim nastupom. Primjerice, GP30
pokazuje sposobnost raspoznavanja HNF1A-MODY pacijenata s osjetljivos¢u od 89 % 1
specifi€nos¢u od 77 %, ukoliko se kao grani¢na vrijednost testa upotrijebi vrijednost GP30 =
0,73. Derivirani parametri fukozilacije takoder su pokazali odli¢nu sposobnost stratifikacije
pacijenata s dijabetesom, posebice Indeks 5, ¢ija je osjetljivost iznosila 83 %, a specificnost
91,5 % (s granicnom vrijednos¢u IN5 = 8,41). Derivirani parametri dobri su diskriminatori
HNF1A-MODY-a, no budu¢i da su izvedena, a ne izravno mjerena svojstva, ne pokazuju toliko
superiorniju mo¢ diskriminacije MODY-a u usporedbi s netretiranim glikanima da bi ih
zamijenili u svojstvu biljega. S druge strane, ukoliko bi se za klasifikaciju pacijenata upotrijebili
isklju¢ivo neki od klasi¢nih klini¢kih kriterija za dijagnosticiranje MODY-a (dijagnoza
dijabetesa prije 25. godine Zivota, najmanje dvije generacije oboljelih od dijabetesa u obitelji,
dokazana endogena produkcija inzulina i negativna GAD protutijela), u ovoj ispitivanoj kohorti
identificiralo bi se samo sedam od 18 pacijenata s HNFIA-MODY-em (39 % slucajeva).
Koristenje samo dobi nastupa dijabetesa manje od 25 godina, kao jedinog kriterija, rezultiralo
bi dijagnosticiranjem devet pacijenta, Sto daje osjetljivost od 50 %.

Cak i ako bi se u¢inkovitost GP30 kao dijagnosti¢kog biljega dovela u pitanje, on jo§ uvijek
moze posluziti kao dobar i u€inkovit test probira za upucivanje pacijenata na dijagnosticko
sekvenciranje. Za ocekivati je da bi takav pristup bio financijski povoljan, budu¢i da

komercijalna cijena genskog testiranja iznosi 500 — 800 €. Premda se pretpostavlja da ¢e se
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troskovi sekvenciranja drasti¢éno smanjiti u buduénosti, isto se moze tvrditi i za glikanski test,
poglavito ukoliko se razvije metoda koja ¢e mjeriti isklju¢ivo odredeno glikansko svojstvo, kao
Sto je primjerice antenarna fukozilacija, Sto ¢e istovremeno i drasticno pojednostavniti
glikansku analizu.

Nadalje, rezultati ovog istrazivanja upucuju na jos jednu dodatnu vrijednost glikanskih analiza
kod pacijenata s HNFIA-MODY-em, a to je tofna interpretacija funkcionalnog utjecaja
HNF ' A varijanti identificiranih kroz sekvenciranje gena. Geneticke studije masovnih razmjera
na oboljelim 1 zdravim pojedincima pokazale su da su mnoge rijetke varijante gena, za koje se
smatralo da su patogene, odnosno uzrocne za bolesti, prisutne u populacijama s veéom
ucestaloscu nego Sto bi se ocekivalo za rijetku monogensku bolest. Stoga GP30 moze posluziti
kod odredivanja patogenosti pronadenih HNFIA varijanti, budu¢i da dobiveni rezultati
pokazuju da su njegove razine znacajno smanjene kod pojedinaca s patogenim varijantama gena
HNFIA, u usporedbi s pacijentima s benignim varijantama, odnosno bez HNF1A varijante.
GP30 je kao biljeg funkcije HNFIA varijanti pokazao dosljednost u odredivanju smjera
funkcionalnog efekta tri varijante nepoznatog znacaja, sugerirajuci da su varijante p.P291T i
p.-T515K benigne, te da je varijanta p.A251T patogena, odnosno da uzrokuje HNF1IA-MODY.

Zaklju¢no, GP30 je pokazao zadovoljavajuéu mo¢ razlikovanja HNF1A-MODY pacijenata
od pacijenata s neautoimunim dijabetesom ranog nastupa, bez HNF1A varijanti. Takoder je
pokazao vrijednost u odredivanju utjecaja pronadenih HNFIA varijanti na funkciju gena,
toCnije, moze se upotrijebiti kao biljeg patogenih genskih varijanti. To¢na interpretacija
patogenosti identificiranih varijanti od izuzetne je vaznosti, ukoliko se klinicarima zeli
omoguciti to¢nost informacija, odredivanje ispravne terapije te pracenje pacijenata i njihovih
¢lanova obitelji. Racionalni dijagnosticki protokol koji ¢e ukljucivati klinicke karakteristike
pacijenata i predlozeni glikanski biljeg mogao bi znacajno poboljSati to¢nost dijagnoze i stopu

identificiranih slu¢ajeva HNF1A-MODY -a.
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5.2. Prevalencija HNF1A-MODY-a u Hrvatskoj

Istrazivanje provedeno u okviru ovog doktorskog rada prvo je koje adresira dijagnostiku
HNF1A-MODY-au Hrvatskoj. Monogenski se dijabetes u Hrvatskoj dijagnosticira nesustavno
i rijetko, odnosno, u ovdasnjim dijabetoloskim klinikama ne postoji ambulanta za monogenski
dijabetes, ve¢ njegovo prepoznavanje i dijagnosticiranje velikim dijelom ovisi o dobroj volji 1
informiranosti pojedinih dijabetologa. Cilj je ovog istrazivanja, izmedu ostalog, povecati
svjesnost o postojanju ove bolesti te vaznosti 1 pozitivnih u¢inaka njene ispravne dijagnoze.

Gledaju¢i samo hrvatski dio ispitivane populacije, ovim je istrazivanjem identificirano 13
pacijenata nositelja devet razli¢itih HNF 1A varijanti od 477 ukljucenih pacijenata — C-peptid
pozitivnih, s negativnim protutijelima na B-stanice 1 nastupom dijabetesa prije 45. godine
zivota. Osmero pacijenata su nositelji patogenih HNF'1A varijanti, odnosno boluju od HNF1A-
MODY -a. Na temelju navedenog izracunato je da 1,7 % hrvatske kohorte ima HNF1A-MODY,
Sto odgovara prevalenciji od 66 (95 % CI 61 — 72) slucajeva na milijun stanovnika.

U dostupnoj literaturi procjene udjela MODY slucajeva variraju izmedu 0,14 % 1 4,2 % od
svih prijavljenih sluc¢ajeva dijabetesa.’®’>!97-1! Njemacka studija iz 1981. prijavljuje udio
MODY-a od 0,14 %, od ukupno 40 927 slucajeva dijabetesa, §to odgovara prevalenciji od 70
slu¢ajeva na milijun stanovnika.'”” Norveska HUNT?2 studija na 1 972 pacijenta s dijabetesom
rezultirala je procjenjenom minimalnom prevalencijom HNF1A-MODY-a od 0,4 %, odnosno
63 slu¢aja na milijun stanovnika.!” Britanske studije procijenile su minimalnu prevalenciju
MODY-a na 108 slucajeva na milijun stanovnika (pola od navedenog se odnosi na HNF1A-
MODY)’?, odnosno 84 slu¢ajeva HNFIA-MODY-a na milijun stanovnika.!'® Procjene
prevalencije HNF1A-MODY-a u ostalim europskim zemljama usporedive su s hrvatskim
procjenama.

Prednost ovog istrazivanja pred ve¢inom ostalih opisanih u literaturi jest Cinjenica da je
omogucilo sekvenciranje gena HNFIA za sve C-peptid pozitivne pacijente, s negativhim
protutijelima na -stanice i nastupom dijabetesa prije 45. godine. Navedeno je smanjilo rizik za
promasivanje HNF1A-MODY slucajeva, kao posljedice suzavanja kriterija odabira za gensko
testiranje. Klasi¢ni klinicki kriteriji za dijagnosticiranje MODY-a ukljucuju nastup dijabetesa
prije 25. godine zivota, inzulinsku neovisnost i najmanje dvije generacije oboljelih od dijabetesa
u obiteljskoj anamnezi.®’>3* Koriste¢i ove opéeprihvaéene kriterije vise od tri Cetvrtine
identificiranih hrvatskih HNF1IA-MODY pacijenata ne bi uopce bilo upuc¢eno na molekularnu

dijagnostiku (sekvenciranje gena HNF1A).
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Nedostatak je ovog istrazivanja nesigurnost u odabir reprezentativnog uzorka svih pacijenata
s ranim nastupom dijabetesa u Hrvatskoj, premda se nastojalo ukljuciti pacijente iz svih dijelova
Hrvatske. Jo§ jednu poteskocu predstavlja i nedvojbeno utvrdivanje funkcionalnog efekta
pronadene varijante, o ¢emu je ve¢ ranije bilo govora. Formalno funkcionalno procjenjivanje
pronadenih HNFIA varijanti upucuje na njihov vjerojatni u¢inak, medutim, ne moze u
potpunosti definirati $irok raspon fenotipova povezanih s istom varijantom.!'? Prilikom
izvodenja istrazivanja jedan od tekucih problema bio je i pronalazak te uklju¢ivanje u studiju
Clanova obitelji prvootkrivenih pacijenata s HNFIA varijantom, a u svrhu ispitivanja
kosegregacije pronadene HNFIA varijante i dijabetesa unutar obitelji. Navedeno je ispitivanje
vrlo informativno, jer upucuje na vjerojatni funkcionalni efekt pronadene varijante — ukoliko
se kod ¢lanova obitelji koji su naslijedili gensku varijantu redovno razvija dijabetes, to snazno
podupire zakljucak da je navedena varijanta patogena.

Opisani pristup nije idealan za odredivanje stvarne prevalencije monogenskog dijabetesa,
medutim svejedno pruza vrijedne informacije o njegovoj prisutnosti u hrvatskoj populaciji.
Utvrdivanje stvarne prevalencije MODY-a bilo bi moguce jedino na temelju podataka
sustavnog sekvenciranja populacije, za Sto nije vjerojatno da ¢e biti dostupno u blizoj
buduénosti. Kakogod, ovo istrazivanje snazno podupire inicijativu za uvodenjem molekularne

dijagnostike monogenskog dijabetesa u hrvatske klinike.
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5.3. Dijagnosticki protokol za HNF1A-MODY

Krajnji cilj ovog istrazivanja bio je razvoj racionalnog protokola za dijagnosticiranje HNF1A-
MODY-a. Kako jedino pravo molekularno dijagnosticiranje HNF1A-MODY-a zahtjeva
sekvenciranje gena, postojanje jeftinijeg, lako myjerljivog biljega, koji bi mogao izdvojiti
pojedince za koje postoji velika vjerojatnost da boluju od HNF1A-MODY-a, bilo bi od velike
vaznosti. Glikanski biljezi, a posebice GP30, pokazali su veliku uspjesnost u raspoznavanju
MODY pacijenata. Kakogod, koristenje GP30 u klinickoj praksi trenutno nije izgledno zbog
ogranicene dostupnosti glikanskog profiliranja. Zapravo, translacija glikanskog biljega u
klini¢ku praksu najviSe ovisi o implementaciji fokusiranog odredivanja specificnog glikanskog
svojstva, ponajprije razine antenarne fukozilacije, a ne o sveobuhvatnom kromatografskom
profiliranju ukupnog plazmatskog N-glikoma provedenog u ovom istrazivanju. Takav je pristup
trenutno prekompleksan za rutinsku primjenu u bolni¢kim biokemijskim laboratorijima. Prvi
koraci ka razvoju jednog takvog jednostavnijeg glikanskog testa su ve¢ napravljeni, a temelje
se na enzimskom oslobadanju iskljuivo antenarnih fukoznih ostataka, te posljedicnom
odredivanju njihove koncentracije u ispitivanom uzorku.

Glikanski test (razina antenarne fukoze) jednostavnijeg oblika i1 izvedbe predstavlja ozbiljnog
kandidata za ukljucivanje u algoritam dijagnosticiranja HNF1A-MODY-a. Intuitivno je
pretpostaviti da ¢e jedan takav racionalan dijagnosticki protokol zasigurno kombinirati klinicke
karakteristike pacijenta 1 biokemijske biljege. Nadalje, zbog niZe cijene analize, u usporedbi sa
sekvenciranjem gena, glikanski test pokazuje veliki potencijal za koriStenje u procesu probira
kandidata za dijagnosticko sekvenciranje. Prijedlog racionalnog dijagnostickog protokola za
monogenski dijabetes uzrokovan mutacijama gena HNF1A, koji ukljucuje 1 glikanski biljeg
prikazuje slika 41. Primjena opisanog algoritma olaksala bi identifikaciju oboljelih od HNF1A-
MODY-a, $to bi pak donijelo znatan osobni i drustveni benefit te rezultiralo poboljSanjem
medicinskog tretmana dijabetesa. I ovo je istrazivanje primjer poboljSanja kvalitete Zivota
pacijenata nakon uspostavljanja ispravne dijagnoze bolesti, buduci da je dvoje od njih uspjelo
prekinuti dotadasnje lijeCenje inzulinom i prijeci na oralnu terapiju derivatima sulfonilureje, Sto
dodatno predstavlja i rastere¢enje zdravstvenog sustava, s obzirom da je nova terapija jeftinija
za nekoliko redova veli€ine.

Uz procjenu poboljSanja medicinskog tretmana pacijenata, vazan je i ekonomski aspekt
uvodenja novih testova u klinicku praksu. Farmakoekonomska analiza uzima u obzir dva

razli¢ita scenarija: prvi, kod kojeg pacijenti s HNFIA-MODY-em ostaju neprepoznati i
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vjerojatno pogresno lijeCeni, Sto ¢e za posljedicu imati raniju pojavu komplikacija te vece
troskove lije¢enja, te drugi, kod kojeg su pacijenti s HNF1A-MODY-em pravodobno ispravno
dijagnosticirani, tretirani derivatima sulfonilureje, Sto ¢e za posljedicu vjerojatno imati bolje
ishode lijecenja. Konacni rezultat takve analize pokazuje potencijal za usStedu, kao 1 klinicki
potencijal tretmana dijabetesa koji je pravodobno dijagnosticiran i lijeCen odgovaraju¢om
terapijom. S obzirom na sve veci broj oboljelih od dijabetesa, vaznost ranog prepoznavanja i

ispravnog dijagnosticiranja njegovih razli¢itih oblika sve vise dolazi do izrazaja.
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Dijabetes
dijagnosticiran prije
45. godine Zivota

Provjeriti IDE i GAD
protutijela

50-65%
slucajeva

N

v Pozitivan C-peptid
v" Negativna protutijela

Provjeriti biljeg GP30

GP30<0.73

Koristenje klasicnih kriterija:

.| ¥ Nastup dijabetesa prije 25. god.

v Dvije generacije s dijabetesom
v Inzulinska neovisnost

50% propustenih

11% propustenih slucajeva

slucajeva

Sekvenciranje HNF1A

>| Identificiran HNF1A-MODY

100% propustenih slucajeva

Bez testiranja biljega i sekvenciranja

A4

Nastavak trenutne terapije

Promjena terapije na
sulfonilureje

Dijeta Oralni antidijabetici, od cega Inzulin
21% sulfonilureje

GLP-1 analozi

Inzulin + oralni antidijabetici

Slika 41 Prijedlog racionalnog protokola za dijagnosticiranje HNF1A-MODY -a
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§ 6.

ZAKLJUCAK

Rezultati ove disertacije jasno ukazuju da je N-glikom ukupnih plazmatskih proteina

promijenjen kod oboljelih od dijabetesa uzrokovanog mutacijama gena HNFIA.

Mnogi glikanski parametri (netretirani N-glikani, desijalinizirani N-glikani i derivirani
parametri fukozilacije) uspjesno raspoznaju pacijente s rijetkim varijantama gena
HNFIA, poglavito s inaktivirajuéim genskim varijantama, od pacijenata s

neautoimunim dijabetesom ranog nastupa, koji nisu nositelji rijetkih HNF1A4 varijanti.

Triantenarne glikanske strukture s vezanom antenarnom fukozom mogu identificirati
pacijente s HNF1A-MODY-em, s osjetljivos¢u od 89 % i specificnoséu od 77 % unutar
populacije pacijenata s dijabetesom ranog nastupa i isklju¢enom pankreasnom
autoimunosti. To ih ¢ini dobrim alatom probira pacijenata s navedenim oblikom

dijabetesa.

Dobiveni rezultati upuc¢uju da je HILIC-UPLC profiliranje netretiranih N-glikana
dovoljno informativno, te ukida potrebu za enzimskim uklanjanjem a-sijalinske

kiseline, §to rezultira pojednostavljivanjem i skra¢ivanjem analitickog postupka.

Cak i nakon identifikacije rijetkih varijanti gena HNFIA ostaje problem ispravnog
tumacenja njihovih funkcionalnih uc¢inaka. Glikanske strukture s vezanom antenarnom
fukozom pokazuju vrijednost u odredivanju funkcionalnih utjecaja pronadenih rijetkih
varijanti gena HNFIA, tocnije, mogu se uprotrijebiti kao biljeg patogenih genskih

varijanti.

Provedeno istrazivanje pokazalo je da je prevalencija HNF1A-MODY-a u Hrvatskoj
usporediva s njegovom prevalencijom u ostalim europskim zemljama i1 iznosi 66

slu¢ajeva na milijun stanovnika.

Ovo istrazivanje snazno podupire inicijativu za uvodenjem molekularne dijagnostike

monogenskog dijabetesa u hrvatske klinike.
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v" Racionalni dijagnosti¢ki protokol za HNFIA-MODY moze se izgraditi na temelju

rezultata ovog istrazivanja.

v" Ukljucivanje glikanskog biljega u dijagnosticki protokol znacajno bi povecao

dijagnosticku osjetljivost.

v Translacija glikanskog biljega u klinicku praksu najviSe ovisi o implementaciji

jednostavnijeg glikanskog testa, koji bi mjerio razinu antenarne fukoze u uzorku.

v" Uspostavljanje i klini¢ka translacija glikanskog biljega imali bi znacajan ekonomski

utjecaj na zdravstveni sustav.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Aminokiseline

Ala (A) Alanin

Cys (C) Cistein

Asp (D) Asparaginska kiselina

Glu (E) Glutaminska kiselina

Phe (F) Fenilalanin

Gly (G) Glicin

His (H) Histidin

Ile (T) Izoleucin

Lys (K) Lizin

Leu (L) Leucin

Met (M) Metionin

Asn (N) Asparagin

Pro (P) Prolin

Gln (Q) Glutamin

Arg (R) Arginin

Ser (S) Serin

Thr (T) Treonin

Val (V) Valin

Trp (W) Triptofan

Tyr (Y) Tirozin

Monosaharidi
Fuc F A fukoza
Gal G ©  galaktoza
GalA - <& galakturonska kiselina
GalN - o galaktozamin
GalNAc - O N-acetilgalaktozamin
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Gle

GlcA
GlcN
GlcNAc
IdoA
Man
ManA

ManN
ManNAc

NeuSAc
Neu5Gce
Xyl

Kratice

2,5-DHB
2-AB
2-PB
AUC
BMI
CAD
cDNA
CE-LIF

CI
CID
cIEF
CZE
DG
DM
DNA

glukoza

glukuronska kiselina
glukozamin
N-acetilglukozamin

iduronska kiselina

@ ¢ mad P @

manoza

L 4

manuronska kiselina
manozamin
N-acetilmanozamin
N-acetilneuraminska kiselina

N-glikolilneuraminska kiselina

» O ¢ B 4

ksiloza

2,5-dihidroksibenzojeva kiselina

2-aminobenzamid

2-pikolin boran

povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

indeks tjelesne mase (engl. body mass indeks)

disocijacija izazvana sudarom (engl. collisionally activated dissociation)
komplementarna DNA

kapilarna elektroforeza s fluorescencijom induciranom svjetlosé¢u
(engl. capillary electrophoresis with laser-induced fluorescence)
podrucje pouzdanosti (engl. confidence interval)

disocijacija izazvana sudarom (engl. collision-induced dissociation)
kapilarno izoelekti¢no fokusiranje (engl. capillary isoelectric focusing)
kapilarna zonska elektroforeza (engl. capillary zone electrophoresis)
desijalinizirani glikan

Secerna bolest, dijabetes (lat. diabetes mellitus)

deoksiribonukleinska kiselina
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ECD
ER
ERAD
ESI
ETD
EU
FACE

GA
GADA

GC

GDP

GLP1

GP

GU

GWAS

HbAlc

HDL

HILIC

HNF1A

HPAEC-PAD

HPCE

HPLC

ICA

disocijacija zahvatom elektrona (engl. electron-capture dissociation)
endoplazmatski retikulum

ER-povezana degradacija proteina (engl. ER-associated degradation)
ionizacija elektrorasprSivanjem (engl. electrospray ionization)
disocijacija prijenosom elektrona (engl. electron-transfer dissociation)
jedinica emisije (eng. emission unit)

elektroforeza ugljikohidrata potpomognuta fluoroforom

(engl. fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis)

Golgijev aparat

protutijela na dekarboksilazu glutaminske kiseline

(engl. glutamic acid decarboxylase)

plinska kromatografija (engl. gas chromatography)
gvanozin-5'-difosfat

peptid-1 slican glukagonu (engl. glucagon-like peptide-1)

glikanski pik

glukozna jedinica (engl. glucose unit)

cjelogenomske studije povezanosti

(engl. genome-wide association studies)

glikirani hemoglobin

lipoprotein visoke gustoce (engl. high-density lipoprotein)
tekucinska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama
(engl. hydrophilic interaction liquid chromatography)
hepatocelularni nuklearni faktor 1-alfa

(engl. hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A)

kromatografija anionske izmjene visoke djelotvornosti s pulsnom
amperometrijskom detekcijom (engl. high-performance anion-exchange
chromatography coupled with pulsed electrochemical detection)
kapilarna elektroforeza visoke djelotvornosti

(engl. high-performance capillary electrophoresis)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

(engl. high performance liquid chromatography)

protutijela na stanice otoCica (engl. islet cell antibody)
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IDE
IQR

LC
MALDI

MECC

MODY

MS
MS/MS
NMR
OAD
OST
PBS
ROC

SE
SDS
SNP
SPE
TID
T2D
TBE
TOF
Tris
UDP
UPLC

VUS
WAX

enzim koji razgraduje inzulin (engl. insulin-degrading enzyme)
interkvartilni raspon (engl. interquantil range)

tekucinska kromatografija (engl. liqguid chromatography)

matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom

(engl. matrix- assisted laser desorption/ionization)

micelarna elektrokineticka kapilarna kromatografija

(engl. micellar electrokinetic capillary chromatography)

dijabetes mladih koji se javlja u odrasloj dobi

(engl. maturity-onset diabetes of the young)

spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

tandemna spektrometrija masa (engl. tandem mass spectrometry)
nuklearna magnetska rezonancija (engl. nuclear magnetic resonance)
oralni antidijabetici

oligosaharil-transferaza

fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)

engl. receiver operating characteristic

reverzna faza (engl. reverse phase)

standardna pogreska (engl. standard error)

natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
jednonukleotidni polimorfizam (engl. single-nucleotide polymorphism)
ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction)

dijabetes tipa 1

dijabetes tipa 2

Tris/ borat/ EDTA pufer

vrijeme leta (engl. time of flight)

tris(hidroksimetil)aminometan

uridin-5'-difosfat

tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

(engl. ultra performance liquid chromatography)

varijanta nepoznatog znacaja (engl. variant of unknown significance)

slaba anionska izmjena (engl. weak anion exchange)
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