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1 Uvod

Glikozilacija imunoglobulina G je klju¢na za njegovu bioloSku aktivnost, a promjene u
glikozilaciji su povezane s razli¢itim patoloskim stanjima, dobi i spolom osobe. U prethodnim
studijama je uocena varijabilnost glikozilacije medu op¢im populacijama koja do sada nije
sustavno istrazena. PredloZzeno istraZivanje predstavlja prvu sustavnu analizu varijabilnosti
imunoglobulina G medu razli¢itim populacijama u svijetu iz kojega ¢e se dobiti podaci o
utjecaju biogeografskih i razvojnih ¢imbenika na varijabilnost glikozilacije imunoglobulina G

te omoguciti bolje razumijevanje ovog procesa.

Unutar populacije postoji velika varijabilnost u strukturi N-glikana IgG-a i ukupnog N-glikoma
proteina plazme. Istovremeno su longitudinalne studije pokazale stabilnu dugoro¢nu regulaciju
glikozilacije unutar pojedinaca. Nekoliko je studija ve¢ pokazalo postojanje odredenih genskih
faktora koji utjeCu na razine pojedinih N-glikana. Medutim, razmjer genskih i okoli$nih utjecaja

na glikane je jo$ uvijek nedovoljno istrazen.!-?

Cilj ovog istrazivanja je ispitati varijabilnost glikozilacije ljudskog imunoglobulina G medu
populacijama iz razli¢itih dijelova svijeta. S obzirom da na glikozilaciju utjece velik broj gena
i razliciti okoli$ni ¢imbenici odrediti ¢e se utjecaj biogeografskiog podrijetla uzoraka i drzave

na glikozilaciju ovog proteina.

S obzirom da su u prijasnjim istrazivanjima uocene razlike u glikozilaciji [gG-a medu razli¢itim
analiziranim kohortama, o¢ekujemo znacajne razlike u varijabilnosti glikanskih profila medu

ovim populacijama kao posljedicu populacijske specifi¢nosti same glikozilacije ovoga proteina.



2 Literaturni pregled
2.1 Glikozilacija

Glikani su uz nukleinske kiseline, proteine 1 masti ¢etvrta osnovna gradevna jedinica stanice.
Glikozilacija je proces enzimatskog dodavanja oligosaharida (glikana) na proteine i lipide. To
je vrlo Cesta kotranslacijska i posttranslacijska modifikacija proteina. Vise od 50% ljudskih
proteina je glikozilirano, od ¢ega su dominantno glikozilirani proteini na stani¢noj povrsini i
ekstracelularni proteini.>* Pravilna glikozilacija je klju¢na za vijabilnost ve¢ine organizama jer
glikani imaju bitnu funkciju u bioloskim procesima poput smatanja i uklanjanja proteina,

medustani¢ne adhezije, vezanja na receptore i1 njihove aktivacije.

Glikozilacija znacajno pridonosi strukturnoj heterogenosti proteina. UtjeCe na biolosku
funkciju i fizioloska svojstva proteina poput topivosti, konformcije, smatanja i stabilnosti.’
Nekoliko tisuc¢a razli€itih glikana moZze biti sastavljeno promjenom broja, tipa ili redoslijeda
Sedera koji se nalaze u glikanu.’ Osim toga, proteini mogu na vise razli¢itih mjesta imati
razli¢ite tipove glikozilacije $to dodatno doprinosi broju moguéih glikoformi.® Glikom sisavaca
sadrzava do tisu¢u glikanskih struktura i mogao bi biti ve¢i od proteoma. Upravo brojnost
glikoproteina 1 razina kompleksnosti ukazuje na vaznost ove modifikacije. Pretpostavlja se da
glikom, koji je ukupan set svih glikana u eukariotskoj stanici, sadrzava vise od milijun razli¢itih
struktura, koje sadrzavaju preko 10 000 glikanskih epitopa za interakcije s razli¢itim

molekulama kao §to su protutijela, lektini, receptori, toksini, mikrobni adhezini ili enzimi.® ’

Ovisno o prirodi veze izmedu Secera 1 peptida te vrsti dodanih Secera, glikani mogu biti svrstani
Najzastupljeniji oblik je N-glikozilacija, u kojoj su glikani vezani na protein preko
asparaginskog nastavka N-glikozidnom vezom. O-glikozilacija je sljedeci tip po zastupljenosti
s 10% udjela u glikoproteinima. O-vezani glikani se veZu na kisikov atom serina ili treonina ali
za razliku od N-glikana nemaju specifi¢nu sekvencu na koju se vezu. Fosfoglikozilacija je do
sada pronadena samo u nekoliko organizama. Fukoza i GIcNAc vezani na fosfoserin su
pronadeni u Dictyostelium discoideum, manoza u Leishmania mexicana, 1 ksiloza u
Trypanosoma cruzi. Glipitacija je poseban oblik glikozilacije u kojoj su proteini vezani na

lipidno sidro preko glikanskog lanca.®



Za razliku od proteina koji su definirani odredenim genom, glikani nisu kodirani u genomu.
Umjesto toga su sintetizirani kompleksnim biosintetskim putevima koji ukljucuju razlicite

enzime, supstrate, transkripcijske faktore i okoli$ne ¢imbenike.’
2.1.1 Funkcije glikozilacije

Povrsine stanica su prekrivene glikanima. Glikokaliks se sastoji od glikoproteina, glikolipida i
proteoglikana vezanih na stanicnu membranu. Mnogostruko je deblji od same plazmatske
membrane i time dominira stani¢nom povrsinom.!'? Prema tome, gotovo sve interakcije stanice
s drugim stanicama, proteinima, izvanstanicnim matriksom 1 mikroorganizmima su
posredovane glikanima. Glikani na povrSini stanice su Cesto ligandi za lektine, proteine koji
vezu Secere. Interakcije glikana i lektina su kljuéne za mnoge stani¢ne procese poput adhezije
1 migracije stanica, prijenosa signala, vezanja patogena i razlikovanja stranih antigena od
vlastith.>!! Primjer lektina je L-selektin koji je eksprimiran na limfocitima. Prepoznaje glikane
vezane na endotel venula perifernih limfnih organa. Interakcija izmedu L-selektina 1 glikana
omogucava migraciju limfocita iz krvi u limfne ¢vorove. Takoder, sli¢ne interakcije su bitne za
odrzavanje upale tokom koje limfociti migriraju iz krvi u upaljeno tkivo.'? Oplodnja jajne
stanice je jos jedan primjer za interakcije izmedu lektina i glikana.!® Virus gripe takoder
lektinom na virusnoj ovojnici prepoznaje sijalinske kiseline na stanici domacina ¢ime zapocinje

proces infekcija stanice domaéina.!'*

Razlike u terminalnim Secerima na antenama i razli€iti broj antena u glikanu proteina utjece na
poluzivot nekih membranskih i cirkuliraju¢ih proteina. Na primjer, vijek citokina i receptora za
faktore rasta ovisi o strukturi N-glikana vezanih na te receptore. Ovi receptori vezanjem liganda
mogu aktivirati stani¢ne procese poput proliferacije, diferencijacije, migracije te apoptoze
stanica. Prema tome, sastav glikana na tim receptorima regulira njihovu dinamiku $to odreduje
sudbinu same stanice.'® Glikani takoder kontroliraju klirens proteina iz cirkulacije. Lutein ima
N-glikane koji na antenama mogu sadrzavati sijalinske kiseline ili sulfonirani GIcNAc.
Varijante koje imaju vise sijalinskih kiselina i manje sulfoniranih struktura imaju duzi Zivotni
vijek upravo zato jer sulfonirani oblici imaju mnogo brzi klirens u jetri.'® Rekombinantni
eritropoetin, koji se koristi za lijeCenje anemije, moze imati veci poluzivot ako glikani
zavrSavaju sa sijalinskim kiselinama. Isto se dogodi ako se eritropoetin modificira genetickim

inzenjerstvom ¢ime mu se doda novo glikozilacijsko mjesto.!”



O-GIcNAc, koji je tip O-glikozilacije proteina, ima jedinstveno svojstvo za razliku od drugih
tipova glikozilacije. O-GlcNAc moze blokirati fosforilaciju proteina i time regulirati aktivnost
samog proteina. Fosforilacija i O-GlcNAc mogu se nalaziti na serinima i treoninima u proteinu.
O-GIcNAc moze onemoguciti fosforilaciju proteina zauzimanjem samog fosforilacijskog
mjesta ili nekog drugog mjesta ¢ime stericki onemogucava fosforilaciju.!® Nedostatak enzima
koji stavlja ovu modifikaciju na protein je smrtonosan na stani¢noj razini. Ovo je reverzibilna
modifikacija §to znaci da O-GlcNAc moze nekoliko puta biti stavljen i uklonjen s proteina.
Stavljanje 1 uklanjanje ove modifikacije je brzo i omogucava jako brzi odgovor stanice na
promjene u razini nutrijenata i stresa.!” Mnogi jezgreni i citoplazmatski proteini ukljuéeni u
transkripciju, translaciju i prijenos signala su regulirani na sli¢an nacin. Primjer takve regulacije
je aktivnost RNA polimeraze. Upravo koraci koji prethode aktivaciji polimeraze ukljucuju
stavljanje O-GlcNAc-a, no sama elongacija ne moze nastaviti dok se O-GlcNAc ne ukloni i

enzim fosforilira.?’
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Slika 1:Tipovi glikozilacije proteina. Protein je prikazan kao plava linija s veznim mjestom za modifikaciju. Na
strelicama su navedeni enzimi ukljuceni u prijenos Secera na peptid i prekursori reakcije. Preuzeto sa
www.thermofisher.com

Defektivna glikozilacija uzrokuje ozbiljne poremecaje poput kongenitalnih poremecaja
glikozilacije.?! Promjene glikozilacije su uoene u mnogobrojnim bolestima poput raka,
dijabetesa, neurodegenerativnih bolesti, autoimunih i upalnih bolesti.?>?223242526 Glikani
ukupnih proteina plazme ili s pojedinih proteina identificirani su kao potencijalni biomarkeri
poglavito kao biomarkeri raka i mogu se koristiti u dijagnosticke i terapeutske svrhe.?’
Populacijske studije pokazuju kako razlike u glikozilaciji su velike medu pojedincima i kako te
razlike asociraju s podloznosti, progresijom i odgovorom na terapiju neke bolesti. Upravo zato
glikani mogu pomoci u stratifikaciji pacijenata prema predispoziciji 1 prognozi bolesti te

odgovoru na terapiju.?



2.2 N-glikozilacija

N-glikani su vezani na protein preko amidnih dusika asparaginskog nastavka N-glikozidnom
vezom. Najces¢i oblik veze je preko N-acetilglukozamina koji je ujedno u sisavcima i prvi Secer
u glikanu a veza je u B konfiguraciji. Svi N-glikani dijele zajednicku srznu strukturu od dva N-
acetilglukozamina 1 tri manoze no razlikuju se u antenama koje su vezane na srznu strukturu.
Upravo prema antenama, N-glikani se dijele na tri tipa: oligomanozni, u kojima su samo
manozne jedinice vezane na srz, kompleksni u kojima antene zapocinju N-acetilglukozaminima
1 hibridni u kojima su manoze vezane na Man a.1-6 srzi, a na drugoj ruci se nalazi jedna ili dvije

antene kao u kompleksnom tipu glikana.

Tri tipa N-glikana
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Slika 2:Tri tipa N-glikana: Visokomanozni glikani koji imaju razlicit broj manoznih jedinica vezanih na srzne
GlcNAc-ove, Hibridni tip glikana koji sadrzavaju razlicit broj manoznih jedinica ali i razlicito dekoriranu jednu
antenu, Kompleksni tip glikana koji sadrzavaju razlicito dekorirane antene. Slika je izradena u programu
GlycoWorkbench verzija 2.

N-glikani se pojavljuju na mnogim sekretiranim i membranskim proteinima na konzerviranoj
sekvenci Asn-X-Ser/Thr. Dvije trecine glikoziliranih proteina sadrzi spomenutu konzerviranu

sekvencu a ukupno 70% konzerviranih sekvenci je glikozilirano (Slika 2).

Prijenos glikana na konzerviranu sekvencu proteina dogada se u luminalnoj strani
endoplazmatskog retikuluma tokom sinteze samoga proteina i translocira se kroz membranu
ER-a pomocu translokona. Membranski glikoproteini ostaju usidreni u membranu
endoplazmatskog retikuluma tako da im se dio nalazi u citoplazmi, dio u lumenu, te dio u
membrani ER-a. Samo dijelovi proteina koji se nalaze u lumenu ER ¢e dobiti N-glikane.
Glikoproteini koji ne sadrzavaju transmembransku domenu takoder kotranslacijski dobivaju

glikane 1 translociraju se u lumen ER.



lako je konzervirana sekvenca potrebna za vezanje N-glikana, zbog konformacije proteina
tokom smatanja, glikan se ne mora nuzno vezati. Takoder, ako je X aminokiselina aspartat ili
glutamat to umanjuje efikasnost glikozilacije konzervirane sekvence. Postojanje

glikozilacijskog mjesta je uvjet ali ne nuzno i dokaz postajanja N-glikana na proteinu.

2.3 Sinteza N-glikana

Biosinteza N-glikana u eukariotima pocinje na citoplazmatskoj strani endoplazmatskog
retikuluma prijenosom GIlcNAc-P s UDP-GIcNAc-a na dolikol fosfat (Dol-P), ¢ime nastaje
Dol-P-P-GIcNAc. Nakon toga se dodaje Cetrnaest Secernih podjedinica prije nego se cijela
struktura prebaci na Asn-X-Set/Thr tek sintetiziranog proteina.’’ Nakon toga se glikan
remodelira u endoplazmatskom retikulumu 1 Golgijevom aparatu u seriji reakcija kataliziranih
membranskim glikozidazama 1 glikoziltransferazama. Aktivnost ovih enzima ovisi o
fizioloSkom 1 biokemijskom statusu stanice u kojoj se protein eksprimira. Zbog toga glikani
vezani na asparagin na zrelom glikoproteinu jako ovise o tipu i fizioloSkom statusu stanice u

kojoj se eksprimiraju (Slika 3).
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Slika 3: Biosintetski put N-glikana. Brojevi prikazuju korake dodavanja Secera na dolikolni prekursor koji je
prikazan kao sivi pravokutnik u membrani. N-acetilglukozamini su prikazani kao plavi kvadrati, manoze su
prikazane kao zeleni krugovi, a glikoze kao plavi krugovi.Ribosom s novosintetiziranim proteinom je prikazan kao
dva siva ovala. Preuzeto sa web stranice www.ccrc.uga.edu

2.3.1.1 Sinteza glikanskog prekursora (Dol-P-P-glikan)
Dolikol je poliizoprenolni lipid koji se sastoji od izoprenskih jedinica povezanih u linearni

polimer. Broj izoprenskih jedinica u molekuli moze varirati. Dolikol u kvascima ima 14

izoprenskih jedinica, dok drugi eukarioti, ukljucujuci sisavce, imaju do 19 jedinica.



Sinteza glikanskog prekursora se odvija na citoplazmatskoj strani ER-a prijenosom GlcNAc-P
s UDP-GIcNAc na Dol-P vezan na membranu ¢ime nastaje GlcNAc-P-P-Dol. Ovaj korak
katalizira enzim GIcNAc-1-fosfotransferaza. U sljedecem koraku sinteze dodaje se jo$ jedan
GlcNAc 1 uzastopno pet manoza na rastu¢i Sec¢er ¢ime nastaje MansGlcNAc>-P-P-Dol na
citoplazmatskoj strani ER-a. Svaki Se¢er dodaje specificna glikoziltransferaza tako da prenese
Secerni dio s nukleotidnog Secera (UDP-GIcNAc ili GDP-Man ). Nakon toga MansGlcNAc,-P-
P-Dol se prebacuje na luminalnu stranu ER-a pomoéu enzima flipaze.*® U lumenu se na
glikanski prekursor dodaju Cetiri manoze s Man-P-Dol. Na kraju se dodaju tri glukoze s Dol-P-
Glc. Dol-P-Man 1 Dol-P-Glc nastaju na citoplazmatskoj strani ER-a od GDP-Man i UDP-Glc
prijenosom na Dol-P, nakon ¢ega ih flipaza prenosi na luminalnu stranu endoplazmatskog
retikuluma.®! Mpdul protein je nuZzan za dostupnost Dol-P-Man i Dol-P-Glc
glikoziltransferazama 1 manoziltransferazama koje grade zreli glikanski prekursor

GlesManoGleNAc,-P-P-Dol.*?

Kompleks oligosahariltransferaze (OST) je protein od viSe podjedinica koji prenosi
GlcsMansGlcNAc s prekursora na tek sintetizirani protein.®® OST se veZe na zreli glikanski
prekursor GlcsManoGlcNAc>-P-P-Dol 1 prenosi GlesMansGlcNAc; kidanjem visokoenergetske
veze GIcNAc-P uz oslobadanje Dol-P.** OST se u kvascima sastoji od 9 transmembranskih
podjedinica.®® Sisavci imaju tri razli¢ita OST kompleksa, OSTI, OSTII i OSTIIL Razlikuju se
u kinetickim svojstvima i moguénosti prijenosa glikana s prekursora koji imaju manje od 14
podjedinica.’® Takve glikanske prekursore imaju pacijenti s kognitivhima poremedéajima

glikozilacije.
2.3.2 Kotranslacijska faza glikozilacije

Nakon prijenosa glikana na konzerviranu sekvencu proteina, nizom reakcija glikan se smanjuje.
Pocetne reakcije su konzervirane u svim eukariotima i imaju klju¢nu ulogu u pravilnom
smatanju proteina zbog interakcija glikana 1 Saperona (kalneksin i1 kalretikulin) koji ih
prepoznaju u lumenu ER-a.>’ Prvo se uklanjaju glukozni nastavci s glikana pomo¢u enzima .-
glikozidaze I i II koje djeluju u lumenu ER-a. Enzim a-glukozidaza I djeluje specifi¢no na
terminalnu a1-2 glukozu dok a-glukozidaza II uklanja ostale dvije unutrasnje glukoze. O ovom
procesu ovisi pravilno smatanje proteina i vrijeme koje ée glikoprotein provesti u ER-u.*® Samo
se s pravilno smotanih proteina uklanja posljednja glukoza. Kastanospermin inhibira aktivnost
glukozidaze ¢ime glikan zadrzava tri glukoze i gubi jednu ili dvije manoze dok prolazi

endoplazmatski retikulum i medijalni Golgijev aparat. Prije izlaska iz ER-a mnogi glikani gube
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al-2 manozu sa srediSnje ruke ManyGlcNAc, pomocu enzima a-manozidaze ¢ime nastaje
MangGIcNAc; izomer. Na nepravilno smotane proteine, s kojih su uklonjene sve tri glukoze
topivi enzim endoplazmatskog retikuluma a-glukoziltransferaza ponovno prenosi glukozu te
obiljezava protein kao nedovrSen i ne dopusta mu sudjelovanje u daljnjem procesu. Enzim
EDEM prepoznaje pogresno smotane glikoproteine i obiljezava ih za degradaciju. Vecina
proteina koji izlaze iz ER-a ima 8 ili 9 manoza ovisno o aktivnosti o-manozidaze 1.%
Oligosaharid koji nastaje kotranslacijskom fazom glikozilacije naziva se oligomanozni, jer

zavrSava nesupstituiranim manozama (Man9GIcNAc2-Asn).
2.3.3 Posttranslacijska faza glikozilacije

U viSestani¢nim organizmima, uklanjanje ou1-2 manoza se nastavlja u Golgiju djelovanjem o-
manozidaze A, IB 1 IC u cis cisternama Golgijevog aparata S§to rezultira nastankom
MansGIcNAc: glikana koji je klju¢ni intermedijer za nastanak hibridnih i kompleksnih N-
glikana. Medutim, neki glikani nisu procesirani do MansGlcNAc: 1 iz njih ne mogu nastati
hibridni 1 kompleksni glikani. Neki proteini sadrze oligomanozne glikane poput Mans.
9GlcNAc». Vecina zrelih glikoproteina sadrzavaju odreden postotak oligomanoznih N-glikana

koji nisu procesirani u cis Golgijevom aparatu.*

Nasuprot viSestani¢nim organizmima, kvasci ne smanjuju MangGlcNAc, kad ude u Golgijev
aparat. Umjesto toga se dodaje joS jedna manoza ¢ime nastaje oligomanozna struktura s mnogo
razgranatih manoznih nastavaka. Zbog toga kvasci nisu dobri organizmi za proizvodnju
rekombinantnih terapeutskih glikoproteina osim ako se genetski ne modificiraju da proizvode

N-glikane sisavaca.

Biosinteza hibridnih i kompleksnih N-glikana odvija se u sredi$njim Golgijevim cisternama.
N-acetilglukozaminil transferaza-1 (GIctNAcT-I) dodaje GIcNAc na C-2 a1-3 manoze. Nakon
toga o-manozidaza II wuklanja terminalne «l-3 1 al-6 manoze C¢ime nastaje
GlcNAcMansGlecNAc:. Enzim o-manozidaza II ne moze uklanjati terminalne manoze ako
GlcNACT-I ne stavi GIcNAc. Na GlcNAcManzGIcNAc; se potom dodaje drugi GIcNAc na C-
2 ugljik a1-6 manoze pomoc¢u enzima GIcNACcT-II ¢ime nastaje prekursor za sve biantenarne
kompleksne glikane. Hibridni tip glikana ima jednu supstituiranu i jednu nesupstituiranu
manozu, dok kompleksni tip ima obje manoze supstituirane N-acetilglukozaminom. Hibridni
glikani nastaju bez djelovanja a-manozidaze II pri ¢emu ostaje terminalna al-3 i al-6 vezana

manoza. Enzim a-manozidaza IIX takoder uklanja terminalne manoze s
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GlcNAcMansGIcNAcs. Inaktivacija manozidaze II i manozidaze IIX onemogucava stvaranje

kompleksnih N-glikana.

Kompleksni N-glikani imaju dvije antene koje poc¢inju N-acetilglukozaminima. Dodatne ruke
mogu nastati na C-4 ugljiku srzne a1-3 manoze i C-6 ugljiku srzne o.1-6 manoze dodavanjem
GlcNAc-a pomocu enzima GIcNAcT-IV 1 GIcNAcT-V ¢ime nastaju tri 1 tetraantenarni glikani.
Peta ruka se moze dodati na C-4 ugljik srzne a1-3 manoze enzimom GIcNAcT-VI. Ovakve

jako razgranate strukture su pronadene samo u pticama i ribama.

Kompleksni 1 hibridni glikani mogu imati rasijecaju¢i GIcNAc vezan na srznu [3-manozu
enzimom GIcNACT-III. Prisustvo rasijecaju¢eg GlIcNAc-a inhibira aktivnost a-manozidaze II,
GIcNACT-II, GIcNAcT-1V, 1 GlcNAcT-V. Kompleksni glikani koji imaju viSe antena mogu

nastati ako se rasijecaju¢i GIcNAc dodaje nakon nastanka antena.
2.3.4 Dozrijevanje glikana

Dodavanje Se¢ernih podjedinica na rastu¢i glikan se dovrSava u frans Golgijevim cisternama.
Seceri se ovdje mogu dodavati na srz glikana, moze do¢i do produzivanja antena te zavrSavanja

ili dekoriranja antena.

Kod kraljes$njaka najceS¢a modifikacija srzi glikana je dodatak fukoze al-6 vezane na prvi
GlcNAc u glikanu. BeskraljeSnjaci takoder imaju fukozu na ovome GlcNAc-u ali ona moze biti
o1-3 ili a1-6 vezana. Takoder mogu imati do ukupno Cetiri fukoze vezane na prva dva GIcNAc-
a. Biljke imaju fukozu vezanu samo al-3 vezom. Fukozil transferaze koje prenose fukozu na
srz trebaju aktivnost GIcNAcT-I. Biljke i nematode mogu takoder imati ksilozu vezanu [31-2

vezom na manozu srzi glikana.

Vecina kompleksnih i hibridnih N-glikana imaju produzene antene u kojima se na GIcNAc
dodaje naizmjence odreden broj galaktoza i GIcNAc-ova. Galaktoze su vezane 1-4 vezom na

GlcNAc i takva jedinica se zove LacNAc (-3Galf1-4GIcNAcp1-).

Na grane N-glikana se takoder mogu dodavati sijalinske kiselina, fukoza, galaktoza GIcNAc i
sulfat. Ovim reakcijama nastaje velika koli¢ina kompleksnih glikana koji se razlikuju u broju,

sastavu 1 duzini antena te modifikacijama srzi.



2.4 Imunoglobulini

Protutijela, odnosno imunoglobulini su proteini koje uglavnom proizvode plazma stanice
imunoloSkog sustava. Nastaju kako bi identificirali 1 neutralizirali patogene poput bakterija i
virusa.*! Protutijelo specifi¢nim paratopom na Fab regiji prepoznaje i veZe epitop na antigenu
1 time omogucava imunosnom sustavu da ukloni patogen. Protutijela mogu vezanjem na antigen

takoder izravno neutralizirati antigene.*?

Imunoglobulini mogu biti u dva oblika: topivi i oblik vezan za plazmatsku membranu. Topivi
oblik nastaje lu¢enjem iz plazma stanice i slobodno cirkulira u krvnoj plazmi, dok oblik vezan
za plazmatsku membranu aktivira B limfocit i omogucava diferencijaciju u plazma stanicu ili

memorijski B limfocit.*

Imunoglobulini predstavljaju dominantnu frakciju gama globulina u krvi 1 pripadaju
imunoglobulinskoj super obitelji proteina. To je velika skupina membranskih i topivih proteina
koji sudjeluju u prepoznavaniju, vezanju i adheziji stanica. Clanovi ove superobitelji svrstani su

na temelju slicnosti u strukturi s imunoglobulinima.

Razina imunoglobulina u serumu daje informaciju o humoralnom imunoloskom statusu i
rutinski se odreduje u klini¢koj praksi. Niske razine imunoglobulina ukazuju na postojanje
imunodeficijencija.** Nasuprot tome, povisene razine protutijela (poliklonalne gamopatije) su
uoCene u bolestima jetre, kroni¢nim upalnim bolestima, hematoloskim poremecajima,
infekcijama i malignim oboljenjima.*> Razine imunoglobulina su dobar dijagnosti¢ki marker za
bolesti jetre poput autoimunog hepatitisa i primarne bilijarne ciroze.***’ Postoje razlike u
razinama imunoglobulina koje su posljedica razlika u spolovima, dobi, puSenja ili konzumiranja
alkohola.*® Na primjer, muskarci imaju visu razinu IgM nego Zene, a dijabeti¢ki pacijenti i
dugoroéni ovisnici o alkoholu s napredovalim bolestima jetre imaju visoke razine IgA. 4%
Niza ukupna razina podklasa imunoglobulina G je uocCena u populacijama slabijeg
socioekonomskog statusa africkih Amerikanaca i Spanjolaca, pogotovo u astmati¢nih

pacijenata na podrudju istoénog Harlema (New York, SAD).>? Takoder, koncentracija

imunoglobulina raste s godinama.>
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2.4.1 Struktura imunoglobulina

Imunoglobulini se sastoje od dva teSka 1 dva laka lanca. Laki lanac moze biti k ili A lanac. Svaki
lanac sadrzava NH-2 terminalnu varijabilnu regiju i COOH terminalnu konstantnu domenu.
Domene sadrzavaju po dvije B plo¢e povezane disulfidnom vezom medu konzerviranim
cisteinima.’* Svaka varijabilna i konstantna regija se sastoji od 110-130 aminokiselina. Laki
lanci sadrze jednu, dok teski sadrze tri ili Cetiri konstantne domene. Teski lanci koji imaju tri
konstantne domene sadrzavaju zglobnu regiju izmedu prve (CHI) i druge (CH2) domene. L
lanac tako ima 25 kDa, dok tri konstantne domene i zglobna regija H lanca imaju 55kDa. Papain
reze IgG na dva Fab fragmenta koji vezu antigen i Fc fragment. Pepsin reZe IgG na Fc fragment
i jedan dimerni F(ab): fragment. Fab sadrzava kompletan L lanac te V i CH1 domenu teskog
lanca. Fab takoder moze biti podijeljen na varijabilni fragment (Fv) koji se sastoji od VH i VL

domene te konstantni fragment (Fc) koji sadrzava CL 1 CH1 domenu.

Imunoglobulini pripadaju skupini glikoproteina koji su medusobno vrlo sli¢ni. Sastoje se od
82-96% proteinskog dijela te 4-18% ugljikohidrata. Postoji pet skupina ljudskih
imunoglobulina odnosno izotipova. Razlikuju se u strukturi teSkog lanca koji daje razli¢ite Fc
fragmente. Svaki se Fc fragment pojedinog protutijela moze vezati na Fc receptor (osim IgD
koji je receptor na B stanicama) ¢ime kompleks protutijelo-antigen moze aktivirati razlicite
imunosne odgovore ovisno o receptoru na koji se veze. Ova moguénost protutijela da veze
odredeni receptor je dodatno regulirana glikanima na konzerviranom glikozilacijskom mjestu
na Fc regiji.> Moguénost protutijela da specificno veze odredeni receptor omogudéava
aktiviranje prigodnog imunog odgovora za odredeni antigen.’® Na primjer, IgE Fab regijom
veze alergijski antigen, a njegova Fc regija veze Fc receptor FcRe. Interakcija alergen-IgE-

FcRe uzrokuje aktivaciju signala koji inducira alergijske reakcije poput astme.

lako je struktura protutijela medusobno sli¢na, hipervarijabilna regija je jedinstvena za svaki
imunoglobulin i time omoguéava specifi¢no vezanje razli¢itih antigena.*! Ovakav ogroman
repertoar razliCitih protutijela omogucava prepoznavanje velikog broja razli¢itih antigena.
Paratop protutijela je poligenski i tvore ga tri gena: V, D 1J. Svaki od lokusa je polimorfan pa
tako tokom nastanka protutijela koristi jedan alel V, D i J. Repertoar antitijela se stvori
rekombinacijom seta genetskih segmenata koji kodiraju vezna mjesta za antigen. Ovaj
rekombinacijski proces se zove VDI ili VD rekombinacija a nakon nje slijedi nasumicna

mutacija u ovoj regiji protutijela koja dodatno poveéava raznolikost.>”->8
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2.4.2 Izotipovii promjena klasa

Protutijela placentalnih sisavaca mogu do¢i u pet razlicitih klasa ili izotipova (IgA, IgD, IgE,
IgG, i IgM). Razlikuju se u bioloSkim ulogama, funkcionalnom smjestaju 1 svojstvu da

odgovaraju na razli¢ite tipove antigena.’® Razlikuju se u tipovima teskih lanaca (a., v, 8, €, ).

IgA se nalazi u mukoznim organima popit crijeva, diSnog sustava i urogenitalnog trakta.
Onemogucava kolonijalizaciju patogena u tim podrucjima. Takoder se nalazi u slini, suzama i

mlijeku.®

IgD najcesce sluzi kao receptor za antigene na naivnim B limfocitima. Aktivira bazofile i

mastocite na proizvodnju antimikrobnih faktora.®!

IgE veze alergene 1 aktivira oslobadanje histamina iz mastocita 1 bazofila. Ukljucen je u

alergijske reakcije i titi protiv parazitskih infekcija.5?

IgG predstavlja dominantno protutijelo u humoralnom imunolo§skom odgovoru protiv patogena.

Jedino je protutijelo koje moZe proéi placentnu membranu.

IgM je eksprimiran na povrsini B limfocita kao monomer, dok je sekretirani oblik pentamer i
ima visoku avidnost. Eliminira patogene u ranim stadijima humoralnog odgovora prije nego §to

poraste razina imunoglobulina G.%

Fab

FC

Fc Glikani

Slika 4: Struktura i glikozilacija imunoglobulina G. Na ovom strukturalnom modelu protutijela crvenom bojom je
oznacen laki lanac a plavom bojom teski lanac. Glikani vezani na Asn’*’ Fc fragmenta su prikazani Zuto. Zagrade
prikazuju antigen-vezujuéi Fab fragment i fragment koji je zaduZen za efektorsku funkciju Fe.%
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Osnovna funkcionalna jedinica svakog protutijela je monomer. Sekretirana protutijela mogu

takoder biti dimeri poput IgA ili pentameri poput IgM.%

Izotip protutijela se mijenja tokom stani¢nog razvoja i aktivacije B limfocita. Naivni limfocit
B, koji nikada nije bio izlozen antigenu, eksprimira samo izotipove IgM i IgD na stani¢noj
membrani. Nakon aktivacije, dolazi do diobe B limfocita 1 diferencijacije u plazma stanicu koja
proizvodi topivi oblik protutijela. U nekom stanicama kéerima, moZze do¢i do promjene klase s

IgM ili IgD na IgE, IgA ili IgG koji imaju drugacije bioloske uloge.

U procesu promjene klase protutijela (engl. class switching) takoder dolazi do reorganizacije
gena. Kako bi doslo do promjene izotipa, mora do¢i do zamjene Fc fragmenata teskih lanaca.
Na taj nacin nastaje drugi izotip protutijela koji ima specificnost za identi¢ni antigen. Time se
postize da jedno protutijelo moze aktivirati razli¢ite Fc receptore eksprimirane na razli¢itim
dijelovima imunologkog sustava.®® Buduéi da je svaki izotip specijaliziran za pojedinu funkciju
nekad je potrebno vise izotipova protutijela specificnih za isti antigen kako bi ga se efikasno
uklonilo. Promjena klasa omogucuje upravo takvo stvaranje razliCitih izotipova koji su
specifi¢ni za isti antigen. Ovaj proces poti¢u citokini u okruzenju B limfocita.®” Promjena klasa
se odvija u genetskom lokusu za teski lanac rekombinacijom u kojoj se ekson varijabilne regije
spaja nechomolognim spajanjem krajeva (eng. non-homologous end joining) s konstantnom

regijom (7, a, ili €).%®
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2.5 Imunoglobulin G

IgG je najzastupljeniji imunoglobulin u krvi te se moze podijeliti u Cetiri podklase (IgG1-1gG4).
Svaka od Cetiri podklase na specifican nain veze antigene, formira imune komplekse, aktivira
komplement 1 efektorske stanice te ima jedinstven transport u posteljicu. Takoder, pojedine
podklase IgG-a odgovaraju na razlicite tipove antigena ili patogena. Nedostatak pojedine
podklase nije nuzno uvjet, ali Cesto moze dovesti do povecane podloznosti odredenim
skupinama antigena. Svojevrsna specifi¢nost podklasa za pojedine tipove antigena posljedica

je varijabilnosti unutar Ig lokusa i omoguéava ovo fino ugadanje imunog odgovora.®’
2.5.1 Genetika

Imunoglobulini su kodirani s tri nevezane skupine gena. Prva skupina gena na 14. kromosomu
kodira za teski lanac molekule, druga skupina na drugom kromosomu kodira k-laki lanac (engl.
k-light chain), dok tre¢a skupina na 22. kromosomu kodira A-laki lanac (engl. A-light chain)
molekule. Varijabilna regija imunoglobulina formira se tokom ranog stadija razvoja limfocita

B.
2.5.2 Podklase imunoglobulina G

Podklase imunoglobulina G imaju razli¢ita bioloska svojstva. Razlikuju se u aktivaciji

komplementa, transportu u posteljicu, vezanju na receptore te vezanju antigena.

Zglobna regija omogucava pomicnu vezu izmedu Fab 1 Fc fragmenata. Duljina i fleksibilnost
samog zgloba varira medu pojedinim podklasama.’® Razlike u zglobnoj regiji uzrokuju razli¢ite
medusobne polozaje dva Fab fragmenta, kao i razli¢ite polozaje Fab fragmenata u odnosu na
Fc fragment. Zglobna regija u IgG1 sadrzi 15 aminokiselina i manje je rigidna u odnosu na
ostale podklase. IgG2 takoder ima kracu regiju koja se sastoji od 12 aminokiselina. Sadrzi
rigidnu poliprolinsku dvostruku zavojnicu koja je stabilizirana s Cetiri disulfidna mosta koja
smanjuje pokretljivost zglobne regije. [gG3 ima najduzu zglobnu regiju medu podklasama
imunoglobulina G u ljudi. Sadrzi 61 aminokiselinu i zbog velikog broja cisteina (11) prolina
(21) koji stvaraju poliprolinsku dvostruku zavojnicu ima ograni¢enu pokretljivost.”! Takoder,
Fab fragmenti su relativno udaljeni od Fc regije Sto daje molekuli dodatnu fleksibilnost.
Dugacka zlobna regija je posljedica duplikacije eksona koji kodiraju ovu regiju. IgG1, IgG2 i
IgG4 imaju po jedan ekson, dok zglobna regija IgG3 ima 4 eksona. Zbog povecane regije IgG3

takoder ima povec¢anu masu u odnosu na druge tri podklase. IgG4 ima zglobnu regiju koja se
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sastoji od 12 aminokiselina. Krac¢a je nego na IgG1, a pokretljivost molekule je izmedu IgG1 i
IgG2.” Razlike u pokretljivosti zglobne regije utjetu na relativnu orijentaciju Fab i Fc regije
IgG-a. Najveéu fleksibilnost Fab fragmenta ima IgG3 a iza njega slijede IgG1, IgG4 i IgG2."
Fleksibilnost utjeCe na vezni kapacitet, formiranje imunih kompleksa te vezanje komponenti

komplementa C1q i FcyR.

Cetiri podklase imunoglobulina G se takoder razlikuju u broju disulfidnih mostova koji

povezuju dva teska lanca u zglobnoj regiji molekule.
2.5.3 Odgovor na antigene

Priroda samog antigena te put kojim taj antigen ulazi u organizam upravljaju promjenom klasa
imunoglobulina. Osim aktivacije B stanica antigenom, mnogobrojni drugi signali takoder
utjecu na diferencijaciju B stanice poput liganda za TLR (engl. toll-like receptros) i citokina
koje proizvode limfociti i antigen-prezentirajue stanice. Primjer takvog usmjeravanja su
proteinski antigeni koji najcesc¢e aktiviraju B stanice uz pomo¢ T limfocita. Za takve antigene
preferentne klase protutijela su IgG1 1 IgG3, ali mogu biti 1 IgG4 ili IgE. U odsutnosti T

limfocita polisaharidni antigeni ée inducirati proizvodnju IgG2.7*

2.5.3.1 IgGl

Topivi proteinski antigeni poput otrova tetanusa te membranski proteini najjace induciraju
IgGl1, dok su druge podklase zastupljene u manjem broju. Deficijencija IgG1 se manifestira u
razli¢itim primarnim i sekundarnim deficijencijama te zbog svoje velike zastupljenosti
nedostatak ove podklase uzrokuje smanjeni titar [gG-a (hipogamaglobulinemija). Nedostatak
ove ili kombinacije ove i deficijencije drugih podklasa je povezan s ponavljaju¢im infekcijama
(engl. recurrent infections).”” IgG1 se &esto producira zajedno s IgG3 i ponekad s 1gG4 kao

posljedica kroni¢nih izlaganja antigenima u alergijskim bolestima.

2.5.3.2 IgG?2

Ova podklasa IgG-a odgovara gotovo iskljucivo na bakterijske kapsularne polisaharidne
antigene.”® Deficijencija ove podklase moZe uzrokovati potpuni nedostatak protutijela protiv
ugljikohidrata.”” Na vaznost podklase IgG2 upucuje poveéana podloznost nekim bakterijskim
infekcijama koja je povezana sa smanjenim razinama IgG2.”® Manjak IgG2 &esto prati
smanjena razina protutijela 1gG4, IgA1l i IgA2. Tako IgG2 je najzastupljenije protutijelo za

ugljikohidratne antigene, IgG1 nakon takve infekcije takoder moze biti dominantan. Primjer
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toga je odgovor na kapsularni polisaharid b virusa Haemophilius influenza gdje je IgGl

najzastupljeniji IgG u plazmi.”

2.5.3.3 IgG3

IgG3 izvrSava efektorske funkcije. Potentno je proupalno protutijelo koje ima kratki poluvijek
zivota preko Cega se kontrolira razina upale. Virusne infekcije najceSée uzrokuju povisene
razine IgG1 1 IgG3. Razina IgG3 raste prva tijekom infekcije. Odgovori na antigene koji
ukljucuju samo IgG3 su rijetki. Primjer su protutijela protiv zglobne regije fragmenta Fab ali
ne i cijelog protutijela.”® Protutijela protiv P i PX krvne grupe su uglavnom IgG3 podklasa.?’

Smanjene razine ove podklase su povezane s deficijencijama drugih podklasa imunoglobulina

G.Sl

2.5.3.4 IgG4

Alergeni, osim IgE, jako dobro induciraju IgG1 i IgG4. Povisene razine IgG4 pojavljuju se
nakon dugotrajnih i ponavljajuéih izlaganja nekom alergenu.®? Tokom imunoterapije, pojava
olaksavajucih simptoma je povezana s povecanjem razine IgG4. Takoder promjena u podklasu
u IgG4 (engl. class switching) moze biti regulirana pomocu IL-10 §to povezuje ovu podklasu s
indukcijom tolerancije na antigen.®* MozZe predstavljati dominantnu podklasu u imunim
odgovorima na terapeutske proteine poput faktora VIII, faktora IX .34 Izolirane deficijencije
ove podklase su rijetke. Nasuprot tome, postoji skupina poremecaja (IgG4-RD) koji imaju
zajednicke simptome poput uz povisene razine IgG4, ulaska IgG4 pozitivnih plazma stanica
u tkiva i difuznog oticanja organa ili formiranja fokalne mase s fibrozom.*® To su sustavni,
kroniéni i upalni poremeéaji koji se pojavljuju u razli¢itim organima.” Ova skupina sadrzava
Sirok spektar bolesti 1 ukljuCuje pacijente s bolestima poput s autoimunog pankreatitisa,
hipofizisa, Ridelovog tiroidisa, Mikuliczovljeve bolesti itd. No, budu¢i da 5 % zdrave

populacije ima povisenu razinu ove podklase, IgG4 nije dobar marker za ove bolesti.*’

2.6 Glikozilacija imunoglobulina

Svi ljudski imunoglobulini su glikozilirani, ali u razli¢itoj koli¢ini. Na glikane na IgG-u otpada
2-3% ukupne mase glikoproteina. Taj postotak je veéi u IgM, IgD 1 IgE. Fc regija ima
konzervirano glikozilacijsko mjesto na Asn?’ u svim podklasama. 20% Fab regije takoder nosi
N-glikane ¢ija vezna mjesta (konsenzus sekvence) su rezultat somatskih mutacija koje su
pozitivno selektirane.®® Veéina Fab glikana nalazi se u izlozenoj regiji petlje i znacajno utjece

na vezanje antigena.® IgG iz ljudskog seruma sadrzi najéesée biantenarne, kompleksne glikane
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od koji na neutralne otpada 86%. Od toga agalaktozilirani zauzimaju 25%, monogalaktozilirani
35%, a digalaktozilirani glikani 20%. Na sijalizirane strukture otpada preostalih 20%. 30%
molekula IgG-a sadrzi rasijecajuéi N-acetilglukozamin vezna na -manozi, a 80-92% sadrzi
srznu fukozu.¥%%%1°2 Fe i Fab regije molekule imaju razli¢itu koli¢inu sijalinizacije. Do 80%
Fab glikana mozZe biti sijalizirano, dok u slu¢aju Fc glikana taj postotak je oko 10%. Za razliku
od drugih glikoproteina poput fetuina koji sadrzava tri i tetraantenarne glikane, takvi glikani
nisu pronadeni u IgG-u zdravih ljudi.”*** Ovo ukazuje kako glikozilacijska mjesta na Fab regiji
nisu dovoljno izloZena enzimima, da B stanicama nedostaju enzimi potrebni za stvaranje
struktura s vise antena ili na postojanje mehanizma za specificno ugadanje glikozilacije na IgG-
u. Nedostatak terminalnog procesiranja glikana moze biti uzrokovano ograni¢enim pristupom
glikoziltransferaza u Golgijevom aparatu zbog ogranicene fleksibilnosti glikana uzrokovane
interakcijama izmedu glikana i proteina. Glikani na Fc regiji su smjeSteni u blizini Cy2 domene
s kojom stvaraju nekovalentne hidrofobne i elektrostatske interakcije. Srzna struktura glikana i
GlcNAc na 6 ruci tvore CH-r interakcije s hidrofobnim aminokiselinama Phe?*!, Phe?**, Val*%?
i Val?**, Takoder, Glu?®® i Arg*®! stvaraju elektrostatske interakcije s $e¢erima na reducirajuéem
kraju glikana. Ove interakcije smanjuju fleksibilnost vezanog glikana i moguci su uzrok
smanjenoj terminalnoj galaktozilaciji i sijalizaciji.”> Terminalna galaktoza na a2—6 vezanoj ruci
ima interakcije s proteinskom okosnicom ¢ime se dodatno smanjuje fleksibilnost. Fleksibilnost
a2-6 vezane ruke glikana ima sli¢nu razinu fleksibilnosti kao i Fc fragment, dok a2-3 vezana

ruka ima vecu pokretljivost.3%%
2.6.1 Uloga glikozilacije u Fc fragmentu

Ograniceno procesiranje glikana na Fc regiji IgG-a posljedica je smanjenog pristupa
glikoziltransferaza u Golgijevom aparatu. Uzrok tome su interakcije izmedu glikana i Cy2 regije
proteina.?® Veli¢ina glikana vezanih Fc fragmentu utje¢e na razmak medu Cy2 domenama §to
snizava temperaturu taljena protutijela i ukazuje na strukturalnu nestabilnost.”” Narusavanje
ovih interakcija pomoc¢u mutageneze hidrofobnih 1 nabijenih aminokiselina povecava
terminalnu galaktozilaciju i sijalizaciju te smanjuje Fc vezanu citotoksi¢nost.”>*® Postoji
nekoliko predloZzenih mehanizama za smanjenu efektorsku funkciju Fc¢ fragmenta. Prvo,
povecano terminalno procesiranje glikana, poput sijalinizacije moZe promijeniti tercijarnu
strukturu Fc fragmenta i1 time smanjiti vezanje na FcyR. Razlog tomu moze biti povecana

fleksibilnost samoga fragmenta zbog smanjenih interakcije izmedu glikana i peptida. %1%
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Uklanjanje glikana s Fc fragmenta onemogucuje vezanje protutijela na Fcy receptore osim
FcyRla na koji se veze deset puta slabije u odnosu na glikozilirani oblik.!! Mutacije
glikozilacijskog mjesta, kojima nastaje aglikozilirani Fc fragment, onemogucavaju vezanje na
sve FcyR.!%! Takoder, ako se Fc glikan tretira enzimom EndoS, koji ostavlja samo jedan
GlcNAc, vezanje na FeyRIla je smanjeno.' Najmanji glikan koji je potreban za strukturnu

stabilnost i efektorsku funkciju Fc fragmenta je jezgreni trisaharid.!®

2.6.1.1 Fukozilacija

Fukoza vezana al-6 vezom na srz glikana smanjuje vezanje Fc fragmenta na aktivirajuci
FcyRIlla receptor 27 puta.!® Kristalna struktura Fc fragmenta vezanog na FcyRIIla pokazuje
interakcije N-glikana vezanog na Asn'®? receptora sa srznim pentasaharidom Fc glikana. Ove
interakcije su jaCe ako je Fc glikan afukoziliran. Afukozilirani IgG Fc pokazuje povecanu
aktivacija stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (ADCC).!% Razina fukozilacije u IgG-
u iz ljudskog seruma iznosi izmedu 80% i1 92%, medutim in vitro eksprimirani rekombinantni
IgG ima razinu fukozilacije preko 90%, Sto ukazuje na fukozilaciju kao regulatorni mehanizam
aktivnosti protutijela.'® Povisene razine fukozilacije Fc glikana uogene su u pacijenata s

trombocitopenijom.'?’

2.6.1.2 Galaktozilacija

Koli¢ina terminalne galaktoze u glikanima Fc fragmenta utjeCe na vezanje IgG-a na Fc
receptore. 63% ukupnih glikoformi Fc regije je galaktozilirano. Hipergalaktozilacija glikana
povecava vezanje Fc fragmenta za FcyRIIIA tri puta, vjerojatno zbog povecanja rigidnosti Cy2
domene.!%® Nasuprot tome, druga istrazivanja pokazuju kako hipogalaktozilacija Fc regije
poveéava vezanje na Fc receptore.”’ Razina galaktozilacije se mijenja sa starosti,'” a
agalaktozilacija je povezana s upalnim bolestima poput reumatoidnog artritisa.’’” U ovih
pacijenata, razina Fab galaktozilacije je ostala normalna, dok se galaktozilacija Fc glikana
samnjila.”? Sli¢ne razine terminale galaktoze u Fc glikanima su pronadene u pacijentima s
drugim upalnim bolestima poput Kronove bolesti i tuberkuloze.''® Zanimljiv primjer su
trudnice s reumatoidnim artritisom, koje tokom trudnoce ulaze u remisiju bolesti uzrokovanu
pove¢anom razinom galaktozilacije. Nakon poroda ponovno nastupa hipogalaktozilacija
uzrokovana boles¢u.!'! Uzrok smanjene galaktozilacije moZe biti zbog snizene aktivnosti
glikoziltransferaza u B limfocitima!'?, no to ne objasnjava selektivnu agalaktozilaciju Fc

glikana. Predlozena su dva mehanizma preko kojih galaktozilacija regulira upalu. Prvi upalni
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mehanizam opisuje vezanje agalaktoziliranog Fc fragmenta na lektin koji veze manozu koji
tada aktivira alternativni put aktivacije komplementa $to dovodi do upale.''® Drugi, protuupalni
mehanizam predlaze povec¢anu galaktozilaciju kao inhibitora upale. U ovom modelu, IgGI s
visokogalaktoziliranim Fc fragmentom veZe inhibitorni FcyRIIB i lektin tipa C te tako aktivira

inhibitornu kaskadu.''#

2.6.1.3 Sijalinizacija

Terminalna sijalinizacija postoji u 10% Fc glikana''* i smanjuje vezanje za FcyRIIIA, FcyRIIB
te misji FcyRIIII deset puta.!'> Ovakvo smanjenje u vezanju receptora uoceno je i in vitro u
vezanju hipersijaliziranih monoklonalnih protutijela na raceptore.!!> Prisustvo sijalinskih
kiselina na glikanu utjede na strukturu zglobne regije ¢ime se mijenja vezni afinitet za FcgR.!!
Sijalinizacija Fc glikana je regulirana od strane imunoloSkog sustava. Aktivna imunizacija
smanjuje raznu sijalinizacije za 40%.!!> Upalni okoli§ tokom imunizacije favorizira stvaranje
antigen specificnih IgG-ova sa smanjenom razinom sijalinizacije, no ovakvo smanjenje
sijalinizacije tokom imunizacije nije dokazano u mis§jim modelima niti u istraZzivanjima na
ljudima.!'” Pove¢ana a2-6 vezana sijalinska kiselina na glikanima ima protuupalno djelovanje
5

u miSevima i ljudima.''® Takoder je aktivna komponenta terapije intravenoznim

imunoglobulinom G koji se koristi za razli¢ite autoimune bolesti.''®

a2-6 hipersijalizirani
rekombinirani Fc fragment u deset puta manjoj dozi pokazuje isti efekt kao IVIG na

autoimunom modelu miga.'"’

2.6.1.4 Manoza

Visokomanozni glikani tvore malu skupinu ukupnih Fc glikana. Povecavaju Fc afinitet za
FcyRIIIA i smanjuju vezanje na FcyRIIB u odnosu na kompleksne biantenarne glikane.!?
Smanjeno vezanje uzrokovano je nedostatkom srzne fukoze u ovim glikanima koja povecava
vezanje za FcgRIIIA.!% Oligomanozni glikani poveéavaju klirens Fc fragmenta u jetri. Razlog
tomu moze biti vezanje na receptore koji vezu manozu ili zbog uklanjanja manoze serumskim
manozidazama.'?!?> U studijama s radioaktivno obiljeZenim protutijelima manozni glikani
imaju podjednak klirens kao i ostale glikoforme, no terminalna manoza i galaktoza povecavaju

katabolizam Fc fragmenta u jetri.!?
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Galaktoza Srina fukoza

Asn297

Sijalinska kiselina GIcNAc

Slika 5: Na konzerviranom glikozilacijskom mjestu na Asn’*” CH2 domene svakog od teskih lanaca imunoglobulina
G nalazi se N-vezani glikan. U odnosu na prikazanu, razlicite druge glikoforme (bez ili sa jednom sijalinskom
kiselinom, bez ili sa jednom galaktozom, te sa ili bez srzne fikoze i rasijecajuceg GlcNAc-a) mogu biti prisutne na
serumskim imunoglobulinima G. Prisustvo razlicitih glikana uzrokuje razlicite efektorske funkcije protutijela.
Teski i laki lanac su obojani svijetlo i tamo sivom bojom.'**

2.7 Aktivacija komplementa

Fc glikozilacija je nuzna za vezanje Clq i aktivaciju komplementa.'?® Razli¢ite glikoforme
razli¢ito vezu Clq i time razli¢ito aktiviraju citotoksi¢nost ovisnu o komplementu.'?
Kompleksni glikani bolje aktiviraju kaskadu komplementa nego hibridni i oligomanozni
glikani.'”® Takoder, povisena galaktozilacija poveéava vezanje na Clq.!*® Povedana
sijalinizacija 1/ili fleksibilnost moze smanjiti vezanje na Clq. Kada se naruse hidrofobne i
elektrostatske interakcije mutiranjem aminokiselinskog slijeda, poraste sijalinizacija i
galaktozilacija, a time i oslabi vezanje na Clq $§to smanjuje aktivaciju komplementa.”® Osim
vezanja Clq, terminalni GIcNAc veze 1 protein koji veze manozu ¢ime aktivira alternativnu
kaskadu komplementa. Takav mehanizam je predlozen da se dogada u reumatoidnom

artritisu.'?’
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2.8 Metode analize glikana

Vaznost glikana za strukturu 1 funkciju proteina vise nije upitna u znanstvenoj zajednici, no
zbog kompleksnosti strukture 1 nedostatka genetskog predloska za njegovu sintezu, trenutno
znanje o glikanima uvelike zaostaje za onim o proteinima i DNA.” Stoga je potrebno imati
robusne 1 pristupa¢ne metode za visokoproto¢nu glikomiku kako bi se mogle raditi studije s

dovoljno velikim brojem uzoraka.

Najcesce koriStene metode sa analizu glikozilacije imunoglobulina G su tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti s fluorescentnim detektorom (HPLC-FLR), gel kapilarna
elektroforeza s fluorescencijom induciranom laserom (CGE-LIF), spektrometrija masa s
laserskom ionizacijom potpomognutom matriksom (MALDI-MS) i teku¢inska kromatografija

spregnuta spektrometrijom masa (LC-ESI-MS).!?®

Klju¢na razlika medu metodama koje koriste spektrometriju masa od xCGE-LIF i UPLC-FLR
metoda jest ta §to posljednje dvije metode analiziraju glikom na razini glikana oslobodenih s
proteina (ukupni glikani Fab i1 Fc fragmenta u slucaju imunoglobulina G), dok se
spektrometrijom masa osim glikana mogu analizirati 1 glikopeptidi. lako analiza oslobodenih
glikana daje detaljnu sliku glikanske strukture, informacija o mjestu vezanja ne moze se dobiti
ovim tipom analiza. Mjesno specifi¢na informacija o vezanim glikanima dobiva se analizom
glikopeptida. Budu¢i da razli¢ite podklase IgG-a imaju razli¢itu peptidnu sekvencu oko mjesta
glikozilacije na Fc regiji proteina, analiza glikana na glikopeptidima dodatno otkriva sastav
glikozilacije specifican za odredenu podklasu. No, za razliku od metoda temeljenih na
spektrometriji masa, UPLC-FLR i xCGE-LIF daju informaciji o strukturi samih glikana (razlike
izmedu izomera glikana s 3 ili 6 rukom). Primjer toga je razdvajanje izomera FA2[3]G1 i1
FA2[6]G1, koji imaju razliCita vremena zadrzavanja na koloni, odnosno u kapilari
elektroforeze. Sljedeca bitna razlika medu metodama je nacin na koji stvaraju informaciju o
koli¢ini analita (kvantitativna informacija). Kod UPLC-FLR i XCGE-LIF metoda prednost je
to $to se samo fluorescentna boja pri¢vrséena na reducirajuci kraj glikana moze detektirati 1
mjeriti. Kod metoda temeljenih na spektrometriji masa kvantifikacija je kompleksnija jer faktor
odgovora za svaki peptid je razli¢it i ovisi o strukturi analita i tvari koje s njime koeluiraju'®.

Stoga se apsolutni intenziteti razli¢itih glikana i glikopeptida ne mogu izravno usporedivati.

Zbog razli¢itih razina na koje se analizira glikozilacija, (oslobodeni glikani u odnosu na

glikopeptide ) informacija dobivena ovim metodama je slicna ali ne 1 identicna. Takoder,

21



glikanski sastav izmjeren metodom spektrometrije masa MALDI-TOF-MS je viSe varijabilan

od ostale tri metode.'?

Upravo zato, trenutno ne postoji metoda koja bi bila 'zlatni' standard za mjerenje glikoma, stoga

ne mozemo odluciti koja od navedenih metoda opisuje stvarnu biolosku sliku.
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2.9 Populacijske studije glikozilacije

Analiza glikozilacije ukupnih proteina plazme na velikom broju ispitanika pokazala je velike
interindividualne razlike glikozilacije medu ispitanicima. Analizom glikoma plazme na 1008
ispitanika odredena je varijabilnost i heritabilnost glikozilacije u populaciji ljudi. Medijan
omjera maksimuma i minimuma mjerenih vrijednosti je bio 6,17. Heritabilnost glikana je
varirala ovisno o vrsti mjerenog glikana $to ukazuje na da utjecaj gena i okolisa varira ovisno
o glikanu. Takoder je pusSenje asocirano s glikomom plazme Sto govori kako bi se ovakve
varijable trebale ukljuciti u buduée genetske studije.'*® U studiji u kojoj je analizirana
glikozilacija imunoglobulina G medijan omjera minimalnih i maksimalnih mjerenih vrijednosti
iznosio je 17,2. Varijabilnost GO je bila od 14% do 70% a G2 od 6 1 47%. Rasijecajuci GIcNAc
1 srzna fukoza su takoder varirali, no najvece razlike su uocene u sijalinskim kiselina.
Disijalizirana forma varira izmedu 2,2% 1 33% dok isti glikan s rasijecaju¢i GIcNAc-om varira

od 16% do 60%.

S obzirom na vaznost glikozilacije za strukturu i regulaciju proteina, postojece razlike mogu
biti posljedica fenotipske varijabilnosti medu ljudima. Takoder, analiza varijabilnosti
imunoglobulina G pokazuje jos znacajnije razlike medu pojedincima $to moze znaciti da analiza

ukupnih glikana plazme ne daje najjasniju sliku o pojedinom proteinu.'?®

Sastav bolesti je razli¢it medu drzavama i geografski je odvojen. U razvijenim drzavama ima
mnogo manje zaraznih, a viSe nezaraznih kroni¢nih upalnih bolesti. Nasuprot tome, u
nerazvijenim drzavama dominiraju zarazne infektivne bolesti.!*! Zemlje u tranziciji se nalaze
izmedu ove dvije skupine gdje ruralna podruc¢ja izgledaju kao nerazvijene zemlje a urbana kao
u razvijenim zemljama. Mehanizmi koji se skrivaju iza ovog fenomena mogu biti razliciti.
Infekcije su ¢esto povezane s jakim imunoloSkim odgovorom na patogene i strane antigene. S
druge strane, mnoge neinfektivne bolesti koje se pojavljuju u razvijenim zemljama i urbanim
podrucjima takoder su povezane s upalom tkiva. Ove bolesti mogu biti uzrokovane razli¢itim
stimulansima poput samo-antigena i alergena.'’>!>* Ovime se postavlja pitanje kako se
glikozilacija imunoglobulina G razlikuje medu drzavama razli¢itog razvoja i geografskog
polozaja. Do sada je pokazano kako galaktozilacija IgG1 u prati razvijenost i urbanizaciju
okruzenja u kojem ljudi Zive. Dokazana je poviSena razina galaktozilacije u ispitanicima iz
razvijenih zemalja poput Njemacke i Nizozemske u odnosu na nerazvijene zemlje (Gabon,
Gana 1 Ekvador). Takoder, u zemljama gdje se moglo usporedivati ruralna u odnosu na urbanu

okolinu, povecana galaktozilacija je uofena u urbanim podrucjima. U Gani, osim razlika
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izmedu urbanih 1 ruralnih podrucja, razlicita je razina galaktozilacije izmedu djece koja su

pohadala urbane Skole visokog i niskog socioekonomskog statusa.

Razina sijalinizacije takoder prati trendove galaktozilacije. Sijalizacija raste s razinom
urbanizacije unutar drzave i razvijenos¢u drzave. Ovakva povezanost je oc¢ekivana budu¢i da

prisustvo galaktoze je potrebno kako bi se mogla vezati sijalinska kiselina. '**
2.9.1 Klasificiranje populacije prema indeksima razvoja i napretka

Humani razvojni indeks HDI (engl. Human Development Index) je uveden pocetkom
devedesetih godina 20. stolje¢a od strane Ujedinjenih Naroda, a svakoj drzavi daje bodove u
rasponu od 0.001 do 1.0 temeljene na o¢ekivanoj Zivotnoj dobi, obrazovanju i dohotku, a na
temelju bodova rangiraju se drzave u Cetiri skupine: nerazvijene, srednje razvijene, razvijene i
jako razvijene. Prema UN-u, drzave sa HDI-om ve¢im od 0,8 smatraju se razvijenima. HDI je
veci ako su veci obrazovanje, oc¢ekivana Zivotna dob i bruto domaci proizvod, a manji broj

rodene djece 1 inflacija.

Ciljevi odrzivog razvoja, koji se nazivaju i Globalnim ciljevima, predstavljaju nadogradnju
Milenijskim ciljevima razvoja (engl. Millenium Development Goals). Oni predstavljaju osam
ciljeva borbe protiv siromastva koje se svijet obvezao da ¢e posti¢i do 2015. godine. Milenijski
ciljevi, usvojeni 2000. godine, obuhvacaju veliki broj pitanja, ukljuuju¢i borbu protiv
siromastva, gladi, bolesti, neravnopravnosti spolova i osiguranja pitke vode 1 sanitarnih uvjeta
zivota. Na postizanju milenijskih ciljeva ostvaren je ogroman uspjeh, $to pokazuje znacaj
postojanja objedinjujuc¢eg programa koji pociva na ciljevima i rezultatima. Usprkos uspjehu,
siromastvo nije u potpunosti iskorijenjeno. Globalni ciljevi i Siri program odrzivosti idu mnogo
dalje od milenijskih ciljeva i bave se osnovnim uzrocima siromastva i univerzalnom potrebom

razvoja na dobrobit svih ljudi.!*
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3 Ispitanici, materijali i metode

3.1 Ispitanici

U ispitivanje je bilo predvideno ukljuciti 27 populacija po stotinu uzoraka iz razlicitih dijelova
svijeta. Od toga je Cetiri populacije ¢inilo dva para po dvije iste etnicke skupine ispitanika koji
su skupljeni u razli¢itim centrima (dvije skupine Jakuta i dvije skupine Kazaka). Takoder, tri
skupine etnicki razliCitih uzoraka su skupljene u istom medicinskom centru (populacije

Indijaca, Engleza i Jamajcana koji Zive u Londonu).

Tablica 1: Popis analiziranih populacija i manjina u studiji s odgovarajuc¢im brojem uzoraka i biogeografskim
podrijetlom.

Populacija i zemlja porijekla uzoraka Broj uzoraka Biogeografsko podrijetlo
1 | Populacija Kine 100 Isto€na Azija
2 | Manjina Kazaka, Kina 97 Zapadna Azija-Istocna Azija
3 | Manjina Ujgura, Kina 99 Zapadna Azija-Isto¢na Azija
4 | Manjina Kirgiza, Kina 97 Isto€na Azija
5 | Manjina Evenka, SAD 87 Sjeverna Azija
6 | Populacija Njemacke 97 Europa
7 | Manjina Roma, Hrvatska 98 Europa
8 | Populacija Italije 89 Europa
9 | Populacija kosovskih Albanaca, Kosovo 100 Europa
10 | Manjina Jakuta, SAD 83 Sjeverna Azija
11 | Populacija otocja Orkney, UK 99 Europa
12 | Populacija Papue i Nove Gvineje 78 Oceanija
13 | Populacija Rusije 100 Europa
14 | Manjina Kazaka, Rusija 100 Zapadna Azija-Isto¢na Azija
15 | Manjina Tatara, Rusija 99 Zapadna Azija
16 | Manjina Jakuta, Rusija 81 Sjeverna Azija
17 | Populacija Engleske (SABRE studija) 98 Europa
18 | Indijska manjina, UK 98 Sjeverna Azija
19 | Jamajcanska manjina, UK 96 Afro-Europa
20 | Populacija Hrvatske 97 Europa
21 | Populacija Svedske 97 Europa
22 | Populacija Tajlanda 99 IstoCna Azija
23 | Populacija Trinidad i Tobago 96 Afro-Europa
24 | Populacije Turske 100 Zapadna Azija
25 | Populacija Ugande 98 Afrika
26 | Populacija Ujedinjenog Kraljevstva 97 Europa
(TWINS UK studija)
27 | Populacija otocja Shetland, UK 99 Europa
Ukupno: 2579
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Od etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu zatrazena je 1 dobivena
suglasnost za provodenje studije. Ukljucivanje u studiju nije niti na koji nacin utjecalo na
ispitanike koji su dali informirani pristanak za sudjelovanje. Tablica 1 prikazuje popis
analiziranih populacija 1 manjina u studiji s odgovaraju¢im brojem uzoraka 1 biogeografskim

podrijetlom.

Tablica 2: Raspodjela dobi i spolova u analiziranim populacijama. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su
Kazaki R u Rusiji.. Z=broj zena, M=broj muskaraca.

Populacija Minimalna Prvi. Medijan S't:ednja Treéi_ Maksimalna 5 M
starost kvartil vrijednost | kvartil starost
Kina 20 26 43 39 51 60 57 43
Kazaki K 21 33 45 44 56 78 52 45
Kirgizi 22 55 65 61 70 92 56 41
Ujguri 8 38 49 47 58 85 64 35
Evenki 10 22 29 33 40 85 36 74
Njemacka 32 43 47 49 57 70 33 64
Romi 18 28 37 37 42 79 54 58
Italija 24 33 46 46 57 86 48 39
Kosovo 21 33 46 44 57 62 69 50
Jakuti 18 34 42 43 54 72 52 44
Papua 3 8 12 18 26 48 47 22
Orkney 21 33 46 45 56 69 49 50
Kazaki R 21 33 42 42 53 63 62 38
Rusija 9 17 20 22 26 43 74 26
Tatari 18 23 31 30 36 48 57 40
Engleska 59 63 66 67 71 77 18 78
Indija 59 65 68 68 72 82 13 85
Jamajka 59 66 69 69 73 80 60 36
Hrvatska 18 37 48 49 62 81 25 71
Svedska 22 32 44 42 51 64 42 54
Tajland 18 28 32 32 36 49 56 66
Trinidad 22 40 53 49 59 77 82 14
Turska 16 48 59 56 67 79 39 61
Uganda 17 29 33 32 37 47 61 50
UK 21 33 46 45 57 70 48 47
Shetland 21 33 45 45 56 69 52 46

U studiju su ukljucivani ispitanici oba spola. Tablica 2 opisuje raspodjelu dobi i spolova u
analiziranim populacijama. Ispitanici unutar skupine od 100 uzoraka su jednoliko distribuirani
po dobi i spolu kako bi se smanjio u¢inak ova dva faktora na glikanski profil, no u nekim
populacijama zbog ekstremnijih pomaka u starosti populacije to nije bilo u potpunosti moguce

provesti. Distribuciju dobi u analiziranim populacijama takoder prikazuje Slika 6. U studiju
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count

nisu ukljuc¢ivani ispitanici sa poznatom dijagnozom bilo kakve akutne ili kroni¢ne bolesti.
Bolesti, pogotovo upalne, mogu promijeniti glikozilacijski profil ispitanika $to bi utjecalo na

rezultate studije.

KINA KAZACI - KINA TATARI - KINA UJGURI - KINA EVENKI NJEMACKA
ROMI ITALUA KOSOVO JAKUTI ORCADES OTOCIE PAPUA | NOVA GVINEJA
i L ' m_ - d = h “. u 4
KAZAKI - RUSUA RUSLA TATARI - RUSUA JAKUTI - RUSUA UK INDUA
JAMAIKA HRVATSKA SVEDSKA TAILAND TRINIDAD | TOBAGO TURSKA
UGANDA UK OTOCJE SHETLAND

:

’ AGE

Slika 6:Distribucija dobi ispitanika u analiziranim populacijama. Slika je napravljena u programskom jeziku R
verzija 3.0.1.
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3.2 Materijali

3.2.1 Koristene kemikalije

formijatna kiselina (HCOOH) (Merck)

trifluoroctena kiselina (TFA) (Sigma)

amonij hidrogenkarbonat (NH4HCO?3) (Acros Organic)
sorpcijsko sredstvo C-18 ec (Macherey-Nagel)
acetonitril (LC-MS ) (J. T. Baker)

propan-2-ol (Sigma)

acetonitril (HPLC grade) (Scharlab)

ultracista voda (Milipore)

argon (Ar) 5,0 (Messer)

trifluoroctena kiselina (TFA) (Chromasolv)

propionska kiselina (Sigma)

tripsin (Sequencing grade Modified Trypsin) (Promega)
amonij klorid (NH4Cl) (Acros Organics)

kalijev dihidrogen fosfat (KH>PO4) (Sigma-Aldrich)
kalijev klorid (KCI1) (EMD Milipore)

kloridna kiselina (HCI) (Kemika)

natrijev hidrogenfosfat (NaxHPO4) (Acros Organics)
natrijev hidroksid (NaOH) (Kemika)

natrijev klorid (NaCl) (Carlo Erba)
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tris(hidroksimetil)aminometan (Tris) (Acros Organics)

3.2.2 Pribor i uredaji

Pipet-Lite XLS automatske mikropipete raznih volumena (Rainin)

Protein G plocica (BIA Separations)

Laboratory Incubator inkubator (M.R.C.)

Laboratory Incubator pe¢nica (M.R.C.)

Centrifuge 5840 centrifuga (Eppendorf)

HALO ¢-18 150 mm x 100um kolona (Advanced Materials Technology)
SpeedVac Concentrator SC210A uredaj za centrifugu s vakuum otparivacem (Thermo)
MR 3000 D magnetna mijesalica (Heildoph)

MicroSealer uredaj za lijepljenje mirkofolije na ploCice (MicroSeal)
nanoACQUITY UPLC tekucinska kromatografija visokih performansi (Waters)
Compact Q-TOF spektrometar masa (Bruker)

Nanodrop 8000 spektrofotometar (Thermo)

Round Collection Plate plocice s 96 jazica (Waters)

ABgene AB-1300 mikrotitarske ploc¢ice (Thermo scientific)

0,10 um PE Frit filter plo¢ice (Orochem)

PepMat 100 5Smm x 300 pm kolona (Thermo)

38um lakirana aluminijska termalna folija (Porvair)

Vacuum manifold uredaj za vakuumsko odsisavanje plocica (Pall)
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3.3 Metode

3.3.1 Izolacija imunoglobulina G iz krvne plazme ili seruma

Imunoglobulin G je izoliran iz uzoraka krvne plazme afinitetnom kromatografijom vezanjem
na protein G plocicu (BIA Separations) s 96 jazica uz koriStenje vakuum uredaja za plocice
(eng. vacuum manifold, Pall). Svi koraci izolacije IgG-a odvijali su se pri smanjenju tlaka od
oko 380 mm zive, osim pri nanoSenju uzorka plazme i eluiranju IgG-a kada je koriSteno
smanjenje tlaka od 200 mm zive. Sve koriStene otopine su prije upotrebe filtrirane kroz 0,2 pm

Supor PES filtar (Nalgene).

Prije nanoSenja uzoraka, protein G plocica je isprana s 2 mL ultra ¢iste vode (18 MQ/cm pri 25
°C), 2 mL 1x koncentriranog pufera PBS pH 7,4 (137 mmol/L NaCl; 2,7 mmol/L Na HPOs;
9,7 mmol/L KH>POg4; 2,2 mmol/L KCI; titrirano s NaOH do pH 7,4), 1 mL 0,1 mol/L HCOOH
pH 2,5; 2 mL 10x koncentriranog pufera PBS pH 6,6; te uravnoteZena ispiranjem s 4 mL 1x

koncentriranog pufera PBS pH 7.4.

Osim uzoraka ispitanika (50 do 100 pL), na svaku plo€icu je stavljeno i1 po tri alikvota
standardnog uzorka plazme (50 uL) na nasumic¢ne polozaje. Jo$ jedan polozaj je ostavljen za

negativnu kontrolu.

Uzorci plazme su centrifugirani 3 minute pri 12 100 g (centrifuga miniSpin, Eppendorf),
razrijedeni 1x koncentriranim puferom PBS pH 7.4 (v = 1:7) te filtrirani kroz 0,45 pym GHP
AcroPrep filtar plocicu s 96 jazica (Pall) upotrebom vakuum uredaja za plocice. Filtrirani uzorci
seruma naneseni su na protein G plocicu, te isprani tri puta s 2 mL 1x koncentriranog pufera
PBS pH 7,4 kako bi se uklonili nevezani proteini. Vezani IgG je eluiran s protein G plocice

ispiranjem s 1 mL 0,1 mol/L HCOOH te neutraliziran sa 170 pL 1 mol/L NH4HCO:s.

Protein G plocica je regenerirana radi mogucnosti ponovnog koristenja ispiranjem s 1 mL 0,1
mol/L HCOOH, 2 mL 10x koncentriranog pufera PBS pH 6,6, 4 mL 1x koncentriranog pufera
PBS pH 7,4 te 1 mL pufera za skladiStenje protein G plocice (etanol ¢ = 20 %, 20 mmol/L
Tris; 0,1 mol/L NaCl; titrirano s HCl do pH 7,4); nakon ¢ega je dodan jo§ 1 mL pufera za

skladistenje 1 ploCica spremljena na 4 °C.
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3.3.2 Odredivanje koncentracije IgG-a nakon izolacije iz seruma ili plazme

Nakon izolacije iz plazme, koncentracija IgG-a je izmjerena u svakom uzorku mjerenjem
apsorbancije pri 280 nm koristenjem spektrofotometra NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).

Eluati su spremljeni na -20 °C do daljnje upotrebe.
3.3.3 Tripsinizacija i prociS¢avanje glikopeptida

100 pg liofiliziranog tripsina je resuspendirano u puferu za resuspenziju i alikvotirano po 200
pL koncentracije 0.1 pg/ul (Promega). Volumen od 40 uL procis¢enog eluata IgG-a je
pipetiran u plocicu s 96 jazica (Waters), Sto odgovara masi proteina od 15-25 pg. Nakon toga
je 200 uL pripremljenog alikvota enzima pomijesano s 900 pL ultra iste vode rashladene na
4°C, te se potom iz tako pripremljene otopine enzima dodavalo po 10 puL u svaku jazicu na
plocici. Po uzorku je dodano 0,1 pg tripsina. Neposredno nakon toga je indikatorskim lakmus
papirom provjerena pH vrijednost koja je trebala biti oko 7. Ukoliko je pH vrijednost bila
zadovoljavajuca, plocice su hermeticki zatvorene lijepljenjem termalnom folijom. Tako

pripremljene plocice su potom stavljene u inkubator na 37 °C preko no¢i.

Za prociS€avanje tripsiniziranih glikopeptida pripremljena je suspenzija C-18 faze u 80 %
ACN-u koncentracije 50 mg/mL. 100 puL tako pripravljene suspenzije je dodano u svaku jazicu
filter plocice (Orochem). Zatim su C-18 kolone odrZavane takvima uzastopnim ispiranjem tri
puta s 200 pL 80% ACN-a uz koristenje vakuum uredaja za plocice (Pall). Potom je plocica tri
puta ekvilibrirana ispiranjem u 200 puL 0,1% TFA. Nakon toga su dodani glikopeptidi koji su
neposredno prije zadnjeg ispiranja kolone razrijedeni 10 puta s 0,1% TFA. Tako razrijedeni
glikopeptidi dodani su na filter plocicu 1 joS$ triput ispirani s 0,1% TFA kako bi se uklonile
hidrofilne necistoce 1 soli 1z uzorkaa. Nakon zadnjeg ispiranja s 0,1% TFA, filter plocica je
susena centrifugiranjem. U PCR plocicu su eluirani glikopeptidi iz filter plo¢ice koriste¢i 20%
ACN centrifugiranjem 5 minuta u centrifugi. Potom su plocice stavljene na suSenje u uredaj za

centrifugu s vakuum otparivacem.
3.3.4 Separacija i mjerenje glikopeptida

Glikopeptidi Fc regije imunoglobulina G razdvojeni su na Nano AQUITY sustavu (Waters)
spregnutom Compact (Bruker) spektrometrom masa opremljenim izvorom iona u obliku
elektrospreja, kvadrupolom i analizatorom vremena leta iona TOF (engl. time of flight ). 1zlaz

kolone je spojen na izvor iona pomocu CE sprejera za kapilarnu elektroforezu (Agilent).
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Posuseni uzorci su rekonstituirani u 20 pL vode prije injiciranja, dok je volumen injiciranja bio
je 9 uL. Uzorci su vezani i isprani od hidrofilnih necistoca na C-18 SPE predkoloni (Dionex,
Acclaim PepMap100 S5Smm x 300 um) pri protoku od 40 pL/min u 0,1% TFA. Glikopeptidi su
razdvajani na C-18 nano analitickoj koloni za tekuc¢insku kromatografiju (Halo, 150 x 100um)
obrnutih faza kondicioniranoj u pri protoku od 1pL/min 100% otapalom A (0,1% TFA).
Analiticki protok je bio 1 plL/min. Gradijent koji se koristio za razdvajanje podklasa
imunoglobulina G poceo je s 18% otapala B i zavrsio s 25% otapala B (80% ACN, 20% 0,1%
TFA). Spektri masa su snimani u prozoru omjera mase i naboja od m/z=600 do m/z=1800 pri
frekvenciji od 0,5 Hz. Kolizijska energija je iznosila 4 eV a kolizijski plin bio je argon. Vrijeme
prijenosa iona je bilo postavljeno na 110 ps a skladiStenje iona prije pulsa je iznosilo 21 ps.
Kako bi se suprimirao negativan utjecaj TFA na ionizaciju u izvoru iona spektrometra masa,
konstantno se u izvor iona dovodila 20% proipionska kiselina u 50% izopropanolu pri protoku

od 2 uL/min. Slika 7 prikazuje moguce glikanske strukture na Fc fragmentu imunoglobulina G.

pep pep pep pep pep pep pep pep pep

GOF G1F G2F GOFN GIFN  G2FN  GI1FS G2FS  GI1FNS
pep pep pep pep pep pep pep pep pep
G2FNS GO G1 G2 GON G1N G2N G1S G2S

Slika 7: Moguce glikanske strukture na Fc fragmentu imunoglobulina G. Plavi kvadrati predstaviljaju N-
acetilglukozamine, zeleni krugovi manoze, zuti kugovi galaktoze a ljubic¢asti rombovi silalinske kiseline. Crveni
trokuti su fukoze. Pep predstavlja peptid na koji je vezan glikan.'3

3.3.5 Predprocesiranje podataka

Dobiveni spektri su pretvoreni u otvoreni mzXML format pomocu programa DataAnalysis
verzije 3.2 (Bruker) tokom cega su stvarani samo centroidirani linijski spektri. Procesiranje

podataka je radeno u interno napisanoj skripti pyHTGlyco8 koja je radila na temelju
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programskog jezika Phyton verzija 3. Uzorci su rekalibrirani ru¢nim izborom najboljih 10-15
kalibranata, s unaprijed definirane liste, koji imaju najveci omjer signala i Suma te ocekivanu
izotopnu distribuciju za ovakve glikopeptide. Nakon ponovne kalibracije, Cetiri najjaca izotopa
su izolirana u m/z prozoru Sirine 10 ppm. Kvantifikacija je radena na temelju unaprijed
definirane liste analita koja se sastoji od glikopeptida koji sadrzavaju 20 najzastupljenijih
glikoformi na svakoj od podklasa imunoglobulina G (Slika 7). Tablica 3 sadrzi popis koriStenih
omjera mese i naboja €iji su se intenziteti ekstrahirali iz spektara masa. Nakon definiranja
vremenskih prozora specificnih za glikopeptide pojedine podklase imunoglobulina G, svi
signali koji pripadaju odredenom analitu su zbrojeni. Dobivene vrijednosti glikopeptida su
normalizirane na ukupnu povrSinu unutar pojedine podklase imunoglobulina G i korigirani na
efekt serije metodom Combat koristeci interno napravljenu skriptu programa R. Uzorci koji

nisu zadovoljavali kriterije kvalitete su iskljuceni iz daljnje analize.

Tablica 3: Popis omjera mase i naboja (m/z) dvostruko i trostruko nabijenih glikopeptida po podklasama.'?

IgG1 IgG2 IgG4
[M +2H]** [M+3H]* [M+2H]** [M+3H]** [M+2H]** [M+3H]?*
GOF 1317.527 878.687 1301.532 868.024 1309.529 873.356
G1F 1398.553 932.705 1382.558 922.042 1390.556 927.373
G2F 1479.580 986.722 1463.585 976.059 1471.582 981.391
GOFN 1419.067 946.380 1403.072 935.717 1411.069 941.049
GI1FN 1500.093 1000.398 1484.098 989.735 1492.096 985.066
G2FN 1581.119 1054.416 1565.125 1043.752 1573.122 1049.084
G1FS 1544.101 1029.737 1528.106 1019.073 1536.104 1024.405
G2FS 1625.127 1083.754 1609.133 1073.091 1617.130 1078.423
G1FNS 1645.641 1097.430 1629.646 1086.767 1637.643 1092.098
G2FNS 1726.667 1151.447 1710.672 1140.784 1718.670 1146.116
GO 1244498 830.001 1228.503 819.338 1236.501 824,670
G1 1325.524 884,019 1309.529 873.356 1317.527 878.687
G2 1406.551 938.036 1390.556 937.373 1398.553 932.705
GON 1346.038 897.694 1330.043 887.031 1338.040 892.363
GIN 1427.064 951 712 1411.069 941.049 1419.067 946.380
G2N 1508.090 1005.730 1492.096 995.066 1500.093 1000.398
G1Ss 1471.072 981.051 1455.077 970.387 1463.075 975.719
G2S 1552.098 1035.068 1536.104 1024.405 1544.101 1029.737
GINS 1572.612 1048.744 1556.617 1038.081 1564.614 1043.412
G2NS 1653.638 1102.761 1637.643 1092,098 1645.641 1097.430

3.3.6 Izracun deriviranih svojstava

Relativni udio svakog od analiziranih glikopeptida su preracunati u derivirana glikanska
svojstva na temelju zajednickih strukturnih karakteristika koje dijele pojedini glikani radi lakSe
analize 1 razumijevanja bioloskih procesa u kojima sudjeluju. IzraCunata su svojstva koja
predstavljaju udio galaktozilacije, sijalinizacije, fukozilacije 1 rasijecaju¢eg GIcNAc-a na

glikopeptidima unutar podklasa imunoglobulina G.
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3.3.6.1 Galaktozilacija

Razina galaktozilacije je iskazana pomocu tri glikanska svojstva i to kao udio agalaktoziliranih,
monogalaktoziliranih i digalaktoziliranih struktura (glikani koji ne sadrzavaju ili sadrZzavaju
jednu ili dvije galaktoze) u neutralnim glikanima (glikani koji nemaju sijalnisku kiselinu)

pojedine podklase. Za izracun ovih svojstava koristene su sljede¢e formule:

IgG1 Agalaktozilacija = (IgG1 GOF + IgG1 GOFN)/ (IgG1 GOF + IgG1 GOFN + IgG1 G1F +
IgGl GIFN +IgG1 G2F + IgG1 G2FN)

IgG1 Monogalaktozilacija = ( I[gG1 GIF + IgG1 G1FN)/ (IgG1 GOF + IgG1 GOFN + IgG1
GI1F + IgG1 GIFN +IgG1 G2F +IgG1 G2FN)

IgG1 Digalaktozilacija= (IgG1 G2F + IgG1 G2FN )/ (IgG1 GOF + IgG1 GOFN + IgG1 G1F +
IgGl GIFN +IgG1 G2F + IgG1 G2FN)

IgG2 Agalaktozilacija = ( IgG2 GOF + IgG2 GOFN)/ (IgG2 GOF + I1gG2 GOFN + IgG2 G1F +
IgG2 G1FN + IgG2 G2F + IgG2 G2FN)

IgG2 Monogalaktozilacija = ( IgG2 G1F + IgG2 GIFN)/ (IgG2 GOF + IgG2 GOFN + IgG2
G1F +IgG2 G1FN + IgG2 G2F + IgG2 G2FN)

IgG2 Digalaktozilacija = (IgG2 G2F + IgG2 G2FN )/ (IgG2 GOF + IgG2 GOFN + IgG2 G1F
+ IgG2 GIFN + IgG2 G2F + IgG2 G2FN)

IgG4 Agalaktozilacija = (IgG4 GOF + IgG4 GOFN)/ (IgG4 GOF + IgG4 GOFN + IgG4 G1F +
IgG4 GIFN + IgG4 G2F + IgG4 G2FN)

IgG4 Monogalaktozilacija = ( I[gG4 GIF + IgG4 G1FN)/ (IgG4 GOF + 1gG4 GOFN + IgG4
GI1F + IgG4 GIFN + IgG4 G2F + IgG4 G2FN)

IgG4 Digalaktozilacija = (IgG4 G2F + IgG4 G2FN )/ (I1gG4 GOF + IgG4 GOFN + IgG4 G1F
+ IgG4 G1FN + IgG4 G2F + IgG4 G2FN)

3.3.6.2 Sijalinizacija

Sijalinizacija je izraCunata kao udio glikana koji nose sijalinsku kiselinu u ukupnom glikomu

podklase. Za izracun sijalinizacije su korisStene sljedece formule:

IgGl1 Sijalinizacija = (IgG1 G1FS + IgG1 G2FS + IgG1 G1FNS + IgG1 G2FNS + IgG1 GI1S
+ IgG1 GINS )/ Ukupni glikani
IgG2 Sijalinizacija = (IgG2 G1FS + IgG2 G2FS + IgG2 G1FNS + IgG2 G2FNS + IgG2 GI1S
+ IgG2 GINS )/ Ukupni glikani
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IgG4 Sijalinizacija = (IgG4 GIFS + IgG4 G2FS + IgG4 GI1ENS + IgG4 G2ENS + IgG4 GI1S
+ IgG4 GINS )/ Ukupni glikani

3.3.6.3 Rasijecajuéi GlcNAc

Udio struktura koje sadrzavaju rasijecaju¢i GIcNAc u ukupnom glikomu podklase izracunat je

prema sljede¢im formulama:

IgG1 Rasijecajuci GlcNAc = ( IgG1 GOFN + IgG1 GIFN + IgG1 GIFNS + IgG1 GINS +
IgG1 G2FN + IgG1 G2FNS)/ Ukupni glikani
IgG2 Rasijecajuci GlcNAc = (IgG2 GOFN + IgG2 GIFN + IgG2 GI1FNS + IgG2 GINS +
IgG2 G2FN + IgG2 G2FNS)/ Ukupni glikani
IgG4 Rasijecajuci GlcNAc = ( [gG4 GOFN + IgG4 GIFN + IgG4 GIFNS + IgG4 GINS +
IgG4 G2FN + IgG4 G2FNS)/ Ukupni glikani

3.3.6.4 Fukozilacija
Udio fukoziliranih struktura je izra¢unat prema sljede¢im formulama:

IgG1 Fukozilacija = ( 1gG1 GOF + IgG1 GOFN + IgG1 G1F +1gG1 G1FN + IgG1 G1FNS +
IgG1 G1FS + IgG1 G2F + IgG1 G2FN + IgG1 G2FNS + IgG1 G2FS)/ Ukupni glikani
IgG2 Fukozilacija = (IgG2 GOF + IgG2 GOFN + IgG2 G1F +IgG2 G1FN + IgG2 G1FNS +
IgG2 GIFS + 1gG2 G2F + 1gG2 G2FN + IgG2 G2FNS + IgG2 G2FS)/ Ukupni glikani
IgG4 Fukozilacija = ( 1gG4 GOF + IgG4 GOFN + IgG4 G1F + 1gG4 G1FN + IgG4 G1FNS +
IgG4 GIFS + 1gG4 G2F + 1gG4 G2FN + IgG4 G2FNS + IgG4 G2FS)/ Ukupni glikani

3.3.7 Analiza podataka

U ovoj studiji koristeno je 33 SDG indikatora studije Globalnog tereta bolesti (engl. Global
Burden of Disease 2015) povezanih s zdravljem ljudi i zdravstvenim sustavom zemlje.'*®
Takoder je koriSten SDG indeks koji prikazuje ukupnu mjeru koja objedinjuje sva 33 koristena
SDG indikatora, a koristio se radi lakSeg uocavanja Sirih uzoraka u podacima i pracenja
opcenitijih trendova i promjena. MDG indeks je koriSten kao mjera koje je obuhvatila sve SDG
indikatore koji su bili uklju¢eni u MDG sustav, dok je nonMDG indeks pokrio ostale SDG
faktore koji nisu bili ukljuceni u sustav MDG. Tablica 4 prikazuje popis SDG indikatora

koris$tentih u analizi.
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Tablica 4: Popis koristenih indikatora razvoja zemlje. SDG, MDG i nonMDG indeksi nisu ukljuceni u ovu tablicu.

Indikator

Opis

Prirodna katastrofa

Stopa smrtnosti uzrokovana prirodnim katastrofama na 100 000 stanovnika
standardizirana na dob

Zastoj u rastu

Prevalencija zastoja u rastu u djeci mladoj od 5 godina

Pothranjenost

Prevalencija pothranjenosti u djeci mladoj od 5 godina

Prekomjerna tjelesna
teZina

Prevalencija prekomjerne tjelesne tezine u djeci starosti 2-4 godine, % u
populaciji

Smrtnost rodilje

Broj smrti rodilje pri porodu a na 100 000 Zivorodenih

Kontrolirani porod

Udio rodenja u prisustvu zdravstvenog osoblja

Neonatalna smrtnost

Sansa za smrtni slu¢aj djeteta do 28 dana Zivota na 1000 novorodenih

HIV Stopa novih infekcija HIV-om na 1000 stanovnika standardizirana na dob
Tuberkuloza Stopa novih infekcija malarijom na 1000 stanovnika standardizirana na dob
Malarija Stopa novih infekcija malarijom na 1000 stanovnika standardizirana na dob
Hepatitis B Stopa novih infekcija hepatitisom B na 1000 stanovnika standardizirana na dob

Netretirane tropske
bolesti

Prevalencija netretiranih tropskih bolesti standardizirana na dob na 1000
stanovnika

Neinfektivne bolesti

Stopa smrtnosti standardizirana na dob od kardiovaskularnih bolesti, raka,
dijabetesa, i kroni¢nih di$nih bolesti u populaciji od 30 do 70 godina na 100
000 stanovnika

Samoubojstvo Stopa smrtnosti standardizirana na dob kao posljedica samoozljedivanja na 100
000 stanovnika
Alkohol Prevalencija konzumiranja alkohola mjerena kao SEV za koristenje alkohola,

%

Prometne nesreée

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog prometnih nesrec¢a na
100 000 ljudi

Planiranje obitelji,
moderna kontracepcija

Udio zena u reproduktivnoj dobi (15-49 godina) koje koriste moderne nacine
kontracepcije i planiranja obitelji, %

Porodi u adolescenata

Porodi u Zena od 10-19 godina, broj Zivorodenih na 1000 Zena

Zdravstveni sustay

Pokrivenost zdravstvenog sustava za prevenciju i tretman bolesti

Oneciséenje zraka

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog kakvoce zraka u domu i
prostorima

Voda, sanitacija i higijena

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog nesigurne vode, sanitacije, i
higijene

Otrovi

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog nenamjernog trovanja

PuSenje

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog puSenja u populaciji starijoj od 10
godina, %

Nasilje u obitelji

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog nasilja u obitelji nad Zenama
starijim od 15 godina, %

Voda Prevalencija populacije koja koristi nesiguran i neunaprijeden izvor vode, %
mjereno kao SEV

Sanitacija Prevalencija populacije koja koristi nesiguran i neunaprijedene sanitacije , %
mjereno kao SEV

Higijena Prevalencija populacije koja koristi nesiguran i neunaprijedene higijene (pranje

ruku bez sapuna), % mjereno kao SEV

OneciSéenje zraka u
domu

Prevalencija onecis¢enja zraka kod kuc¢e, % mjereno kao SEV

Smrtnost na poslu

Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog ozljeda na radu

PM 2.5 Cestice Srednja vrijednost koncentracije ¢estica manjih od 2,5um ug/m’
Nasilje Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog nasilja medu ljudima na 100 000
Rat Stopa smrtnosti standardizirana na dob zbog rata na 100 000 ljudi

Smrtnost ispod 5 godina

Sansa za smrtnim slu¢ajem do pete godine Zivota na 1000 Zivorodenih
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Osim SDG indikatora koristen je 1 HDI indeks 1 neki drugi indikatori sadrzani u HDI indeksu.
Osam koristenih indikatora HDI sustava vrednovanja prikazuje Tablica 5. Budu¢i da se imena
nekih indikatora preklapaju sa SDG sustavom vrednovanja, ovi indikatori imaju oznaku UN u

zagradi.

Tablica 5: Popis indikatora sadrzanih u UN-ovom indeksu razvijenosti drustva HDI koji su koristeni u analizi.

HDI indeks nije ukljucen u ovu tablicu.

indeks (UN)

Indikator Opis

Edukacijski Srednja vrijednost normaliziranih podataka stope pismenosti starijih od

indeks (UN) 15 godina, o¢ekivanog trajanja skolovanja, srednje vrijednosti godina
Skolovanja i udjela djece koja napustaju osnovnoskolsko obrazovanje

GDP (UN) Bruto nacionalni dohodak po glavi stanovnika

Zdravstveni Srednja vrijednost normaliziranih podataka od smrtnosti odraslih i djece,

prevalencije HIV-a i nedostatka imunizacije

Zivotni vijek

Ocekivani zivotni vijek pri rodenju

(UN)

Zivotni vijek - | O&ekivani Zivotni vijek pri rodenju muskaraca

M (UN)

Zivotni vijek - | Ocekivani zivotni vijek pri rodenju zena

Z (UN)

Voda (UN) Dostupnost pitke vode prema UN-u

Sanitacija (UN) | Dostupnost naprednih nacina sanitacije prema UN-u

3.3.7.1 Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza je radena u programskom jeziku R. Relacije izmedu dobi i spola s glikanskim
svojstvima modelirane su linearnom regresijom. Spearmanov koeficijent korelacije je koriSten
kako bi se odredile asocijacije razliCitih indikatora razvoja s glikanskim deriviranim svojstvima
populacije iz odredene drzave. p vrijednosti su korigirane na viSestruko testiranje
Bonferonijevom korekcijom. Udio varijacije dobi, spola i biogeografskih znacajki i populacije
u ukupnoj varijabilnosti neke populacije je odreden linearnim mijeSanim modelom. U
linearnom mijeSanom modelu fiksirane varijable su bile dob i spol, dok su nasumicne varijable
bile biogeografsko podrijetlo 1 populacija. p vrijednosti manje od 0,05 su smatrane statisticki

znacajnima, osim ako nije drugacije navedeno.
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4 Rezultati

Od pocetnih 2700 uzoraka, glikanski profil Fc fragmenta imunoglobulina G je uspjesno
analiziran u 2579 uzoraka. Sve Cetiri podklase ljudskog IgG-a su dobivene visokoprotocnim
afinitetnim prociS¢avanjem na plo¢icama od 96 jaZica s imobiliziranim proteinom G. Nakon
digestije tripsinom, glikopeptidi su koncentrirani 1 odsoljeni ekstrakcijom na Cvrstoj fazi i
analizirani u pozitivnom nacinu rada pomoc¢u LC-ESI-TOF-MS (Slika 8). Budu¢i da
glikopeptidi podklase IgG3 u bjelackoj populaciji imaju aminokiselinsku sekvencu kao 1gG2
(EEQFNSTFR), a u populacijama iz Azije i Afrike sekvencu kao IgG4 (EEQYNSTFR)!’,
IgG3 nije analiziran kao zasebna podklasa nego unutar podklasa IgG2 i IgG4. Spektri masa
(Slika 9) su automatski procesirani, $to je rezultiralo odredivanjem ukupno 60 glikopeptida,

odnosno po 20 glikopeptida po pojedinoj podklasi imunoglobulina G.

!
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Slika 8: Tipican ionski kromatogram glikopeptida Fc regije podklasa ljudskog imunoglobulina G. Prvi
kromatografski vrsak (retencijsko vrijeme 4 minute) predstavlja ionske kromatograme dvostruko i trostruko
nabijenih iona cije mase odgovaraju glikopeptidima s podklase 1gG1; Drugi kromatografski vrsak (retencijsko
vrijeme 5.5 minuta) odgovara glikopeptidima s podklasa IgG2 i IgG4 dok treci kromatografski vrsak
(retencijsko vrijeme 7 minuta ) odgovara ionskim kromatogramima podklasa IgG2 i IgG3. Separacija pomocu
tekuéinske kromatografije je potrebna prije detekcije masa analita zbog preklapanja u nekim masama.'® Slika je
napravljena u programu DataAnalysis verzija 4.1
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Glikoforme su odredene na temelju precizne mase prema podatcima poznatim iz literature.'*>
Intenziteti su dobiveni integracijom i zbrajanjem povrSina Cetiri izotopna vr$ka dvostruko i
trostruko nabijenih ionskih vrsta ¢iji omjeri mase i naboja odgovaraju Fc glikopeptidima, nakon

¢ega su rezultati normalizirani na ukupnu povrsinu glikoma unutar pojedine podklase.

Za odredivanje razlika unutar i medu serijama pripremljenih uzoraka koriSteno je ukupno 155
standardnih uzoraka. Varijabilnost je racunata za glikoformu najveéeg intenziteta kojoj
relativna standardna devijacija iznosi manje od 5% medu svim serijama uzoraka. Zbog slabih
intenziteta, glikopeptidi sve tri podklase koji nose sljede¢e glikane su izostavljeni iz analize:
GO0, G1, G2, GOIN, GON, GIN, G2N, G2S, G2NS. Upravo zbog slabih signala nefukoziliranih
struktura, nije raunata fukozilacija Fc glikopeptida imunoglobulina G jer bi umjetno iznosila

gotovo 100%.
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Slika 9: Prikaz tipicnog spektra glikopeptida podklase 1 imunoglobulina G. Sekvenca peptida je EEQYNSTYR. U
gornjem dijelu spektra je prikazana tipicna izotopna distribucija za vrsak omjera mase i naboja m/z= 932.74, koja
odgovara masi G1F glikana vezanog na spomenuti peptid. Desno od prikazane izotopne distribucije je prikazana
struktura ocekivanog glikopeptida. Slika je napravljena u programu DataAnalysis verzija 4.1
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4.1 Varijabilnost glikozilacije Fc¢ fragmenta specificne za podklasu

imunoglobulina G

Kako bi se odredila glikozilacija Fc fragmenta imunoglobulina G, 20 razli¢itih glikopeptida po
pojedinoj podklasi protutijela je prikazano u obliku pet deriviranih glikanskih svojstava.
Agalaktozilacijom su prikazani neutralni glikopeptidi bez galaktoze, monogalaktozilacijom su
prikazani neutralni glikopeptidi s jednom, a digalaktozilacijom s dvije galaktoze. Prisustvo
rasijecaju¢eg GIcNAc-a i sijalinskih kiselina je opisano istoimenim svojstvima kao udio ovih
struktura u ukupnom glikomu Fc fragmenta imunoglobulina G. Razinu ovih glikanskih
svojstava u pojedinim podklasama imunoglobulina G ukupno u svim analiziranim

populacijama prikazuje Tablica 6.

Tablica 6: Razina deriviranih glikanskih svojstava u podklasama 1gG-a. U tablici su prikazane minimalna,
maksimalna i srednja vrijednost; medijan te vrijednost 25. i 75. percentila glikanskih svojstava u cjelokupnoj
studiji.

Glikansko svojstvo Minimum perzcse.ntil Medijan vrsi;:g:i)ast per7cse.ntil Maksimum
IgG1 Agalaktozilacija 12,03 28,25 34,33 34,99 41,21 74,88
IgG1 Monogalaktozilacija 16,14 35,79 38,49 37,97 40,97 51,15
IgG1 Digalaktozilacija 2,159 11,48 14,43 14,78 17,78 34,42
IgG1 Sijalinizacija 3,095 9,482 11,87 12,26 14,43 52,36
IgG1 Rasijecajuci GIcNAc 6,244 12,92 15,07 15,38 17,46 33,23
IgG2 Agalaktozilacija 17,68 35,21 41,83 42,15 48,73 79,55
IgG2 Monogalaktozilacija 13,76 30,25 32,9 32,6 35,09 46,06
IgG2 Digalaktozilacija 2,248 10,23 12,95 13,36 16,19 31,42
IgG2 Sijalinizacija 2,886 9,225 11,62 11,89 14,19 29,94
IgG2 Rasijecajuci GlcNAc 4,501 9,933 11,46 11,76 13,32 28,65
IgG4 Agalaktozilacija 11,52 31,16 39,19 40,14 48,05 87,19
IgG4 Monogalaktozilacija 6,471 29,69 32,99 32,39 36,11 54,61
IgG4 Digalaktozilacija 1,487 9,824 13,31 13,73 17,07 43,4
IgG4 Sijalinizacija 1,279 9,334 13,32 13,75 17,5 42,98
IgG4 Rasijecajuci GIcNAc 3,916 10,29 12,37 12,96 14,78 50,26

Varijabilnost glikozilacije Fc fragmenta pokazala se relativno velikom. Medijan omjera
maksimalnih 1 minimalnih vrijednosti svih glikanskih struktura za podklasu IgG1 iznosio je 39,
dok je za podklase IgG2 i IgG4 bio jos vedi te iznosio 164 1 99. Medijan omjera maksimalnih i
minimalnih vrijednosti deriviranih svojstava mnogo manji nego u ukupnim glikanima, te je za

IgG1 1 1gG2 je iznosio 6, dok je za IgG4 iznosio 13.
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4.1.1 Galaktozilacija

Galaktozilacija imunoglobulina G je jedna od najpromatranijih svojstava na glikoproteinima,
pogotovo nakon povezivanja promjena u galaktozilaciji IgG-a s autoimunim bolestima poput
reumatoidnog artritisa 1 kalendarske dobi ispitanika. U ovom istrazivanju medijan
agalaktoziliranih struktura u svim podklasama je iznosio do 42%, monogalaktoziliranih do
38%, dok je razina struktura s dvije galaktoze iznosila do 15%. Razina agalaktoziliranih
struktura u podklasi IgG1 je iznosila 35%, u podklasi IgG2 42%, a u podklasi IgG4 40%. Od
svih glikanskih svojstava, agalaktozilacija je pokazala najvecu varijabilnost u ovome
istrazivanju. Interkvartilni raspon za IgG1 je iznosio 13%, dok je za igG2 1 IgG4 iznosio 14% 1
16%. U analiziranim populacijama razina monogalaktoziliranih glikopeptida na IgGl1 je bila
38%, na IgG2 33%, dok je IgG4 sadrzavao 32% ovih glikopeptida. Monogalaktozilacija je
manje varirala od agalaktozilacije u ovoj studiji. Interkvartilni raspon je iznosio 5% za IgG1 1
IgG2, 1 6% za 1gG4. Zastupljenost glikana koji sadrZavaju dvije galaktoze bio je sljedeci: 1gG1
je sadrzavao 15%, IgG2 13%, a I1gG4 14% ovih struktura s pripadaju¢im interkvartilnim
rasponima od 6% za IgG1 i IgG2, te 7% za IgG4.

4.1.2 Sijalinizacija

Sijalinizacija imunoglobulina G je zasluzna za njegova protuupalna djelovanja. U ovom
istrazivanju medijani udjela sijalinizacije u Fc glikomu odredene podklase bili su do 14%.
Razina sijalinizacije medu podklasama bila je stalna, te za razliku od galaktozilacije
varijabilnost ovog svojstva bila je relativno niska. Podklase IgG1 1 IgG2 sadrzavale su oko 12%
sijaliniziranih struktura s istim interkvartilnim rasponom od 5%, dok je podklasa IgG4

sadrzavala oko 14% ovih struktura i interkvartilni raspon od 8%.
4.1.3 Rasijecajuci N-acetilglukozamin

Prisustvo rasijecaju¢eg GIcNAc-a omogucava pristup drugim glikoziltransferazama. U ovoj
studiji ovaj glikan je bio zastupljen u prosijeku do 13% Sto je slicno vrijednostima u pojedinim
podklasama. IgG1 je sadrzavao oko 15% glikana s ovom strukturom, IgG2 oko 12%, dok je
podklasa IgG4 sadrzavala oko 13% glikopeptida s rasijecaju¢im GIlcNAc-om. Glikopeptidi s
ovom strukturom pokazali su najmanju varijabilnost u ovoj studiji s interkvartilnim rasponom

od 3% za podklasu IgG2, te 4% 1 5% za podklase IgG4 1 IgG1.
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4.2 Glikozilacija Fc regije imunoglobulina G u razli¢itim populacijama

Za svaku od analiziranih populacija izracunata je srednja vrijednost, medijan, vrijednost prvog
1 tre¢eg kvartila, te maksimumi i minimumi za derivirana glikanskih svojstava: agalaktozilaciju,

monogalaktozilaciju, digalaktozilaciju, sijalinizaciju te rasijecaju¢i GIcNAc. Srzna fukozilacija
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Slika 10: Razina pojedinih deriviranih glikanskih svojstava u svakoj od analiziranih populacija (n=2579).
Prikazana ja razina galaktozilacije, sijalinizacije i rasijecajuceg GlcNAc-a. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini
dok su Kazaki R u Rusiji. Engleska T i Engleska S su uzorci skupljeni u studijama UK TWINS i SABRE. Slika je
napravljena u programskom jeziku R verzija 3.0.1. Razlike su prikazane dijagramom pravokutnika (engl. box plot)
gdje svaki pravokutnik predstavija raspon od 25 do 75 percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan.
Linije izvan pravokutnika predstavljaju raspon do najvise, odnosno najnize vrijednosti unutar 1.5 x interkvartilnog
raspona (IQR, razlika izmedu treceg i prvog kvartila). Strsece vrijednosti (engl. outliers) naznacene su krugovima.
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nije ukljucena u studiju zbog velike greske mjerenja afukoziliranih struktura. Varijabilnost je
izrazena kao interkvartilni raspon prvog i tre¢eg kvartila. Razina pojedinih deriviranih svojstava
prikazuje Slika 10. U vedini analiziranih populacija nije bilo vecéih odstupanja razine
analiziranih derivirana svojstva (agalaktozilacija, monogalaktozilacija digalaktozilacija
rasijecajuci GlcNAc 1 sijalinizacija). Zamjetna odstupanja uocena su u populacijama Ugande 1
Papue i Nove Gvineje koje su imale smanjenu razinu galaktozilacije i rasijecaju¢eg GIcNAc-a

te povecanu razinu sijalinizacije u odnosu na ostale populacije.
4.2.1 Varijabilnost galaktozilacije u analiziranim populacijama

Razina agalaktozilacije u podklasi IgG1 bila je najmanja u populaciji uzoraka iz Engleske gdje
je iznosila 28%, dok su najvecu ovog svojstva imali uzorci Papue i Nove Gvineje, oko 44%. U
podklasi IgGG2, razina ovog svojstva bila je najmanja u populaciji Tajlanda, oko 34 %, dok su
najvec¢u vrijednost imali uzorci Kirgiza, odnosno 51%. Na IgG4, najmanja vrijednost
agalaktozilacije je uocena u populaciji Tajlanda gdje je iznosila oko 30%, dok su najvecu
vrijednost ovog svojstva imali uzorci Papue i Nove Gvineje, odnosno 62%. Tablica 7 prikazuje
razinu agalaktozilacije u podklasama IgG-a. U analiziranim populacijama interkvartilni rasponi
agalaktozilacije su se protezali od minimalnih 8% do maksimalnih 15%. Sli¢no su izgledali
interkvartilni rasponi na podklasi IgG2, gdje je najmanji interkvartilni raspon iznosio 7% dok
je najveci bio 16%. Podklasa IgG4 je imala najvecu varijaciju agalaktozilacije s najmanjim

interkvartilnim rasponom od 10%, a najve¢im 20%.

Tablica 8 prikazuje monogalaktozilaciju imunoglobulina G u analiziranim populacijama.
Razina monogalaktozilacije je bila najmanja je u uzorcima Papue i Nove Gvineje gdje je ovo
svojstvo iznosilo 29%, dok je najveca bila u uzorcima iz Engleske (42%). Najnizu razinu
monogalaktoziliranih glikopeptida na IgG2 su imali uzorci Papue i Nove Gvineje (28%) §to je
bilo sli¢no kao 1 u podklasi IgG1, dok su najviSu razina ovog svojstva imali uzorci iz Italije
(36%). Podklasa IgG4, je slicno drugim dvjema podklasama imala najniZzu razina
monogalaktozilacije u uzorcima Papue i Nove Gvineje gdje je ona iznosila 20%, dok je bila
najvisa u uzorcima iz Njemacke (37 %). IgG1 1 IgG2 su imali sli¢nu varijabilnost ovog
glikanskog svojstva. Najmanji interkvartilni raspon u ove dvije podklase je iznosio 3%, a

najveci 6%. Najmanji interkvartilni raspona na IgG4 je bio 4%, a najveci oko 13%.
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Tablica 7: Agalaktozilacija imunoglobulina G u analiziranim populacijama. Opisana je razina agalaktozilacije u sve tri analizirane podklase IgG-a. Prikazane su srednja
vrijednost i medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti, te prvi i trec¢i kvartil. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su Kazaki R u Rusiji.

lgG1 18G2/3 1gG4

Populaciia | Min. | Q1 | Medijan | Srednia Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Sredmia Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Srednia Q3 | Maks.

vrijednost vrijednost vrijednost
Kirgizi | 1537 | 24,41 | 28,80 28,95 | 32,54 | 46,82 22,36 | 30,69 | 36,19 36,34 | 40,55 | 55,65 15,63 | 26,16 | 31,54 31,53 | 36,79 | 49,14
UK 14,22 | 23,77 | 28,28 29,16 | 32,76 | 50,71 21,84 | 30,66 | 36,28 37,25 | 43,45 | 58,70 12,61 | 3518 | 40,24 41,99 | 49,67 | 80,18
Kina 15,75 | 24,66 | 28,50 29,38 | 33,66 | 46,46 17,68 | 32,47 | 37,34 37,26 | 43,58 | 56,16 11,69 | 26,90 | 33,51 33,88 | 40,10 | 71,02
Rusija 12,03 | 2431 | 29,38 29,42 | 34,79 | 57,70 18,00 | 31,09 | 36,90 36,74 | 42,11 | 61,41 14,36 | 27,53 | 34,82 3504 | 42,63 | 66,92
Shetland | 16,14 | 26,00 | 29,72 30,35 | 34,76 | 48,82 20,16 | 3470 | 41,10 40,46 | 45,58 | 65,38 17,66 | 30,56 | 36,96 37,26 | 44,77 | 62,15
Svedska | 15,51 | 26,79 | 30,30 30,64 | 34,57 | 51,19 21,79 | 3546 | 40,08 39,98 | 45,19 | 60,41 17,19 | 33,06 | 38,08 38,38 | 43,39 | 63,40
Orkney | 13,81 | 2520 | 31,00 30,74 | 3579 | 48,08 22,31 | 3515 | 42,19 41,91 | 4872 | 62,22 15,02 | 29,48 | 38,03 37,64 | 45,20 | 5895
Tajland | 20,27 | 26,78 | 31,05 31,51 | 34,85 | 5861 22,63 | 30,53 | 33,99 34,47 | 37,83 | 52,43 12,55 | 2333 | 29,51 30,20 | 35,04 | 68,77
Italija 12,68 | 24,70 | 30,97 3260 | 37,98 | 70,10 17,83 | 3091 | 37,84 38,41 | 44,02 | 67,50 11,79 | 32,40 | 40,06 41,56 | 52,60 | 86,77
KazakiR | 1549 | 27,87 | 31,72 32,72 | 37,37 | 61,36 24,00 | 3438 | 3785 39,74 | 44,79 | 59,15 1567 | 27,43 | 32,30 3470 | 43,28 | 60,11
Trinidad | 17,17 | 26,89 | 33,07 32,95 | 37,08 | 5813 23,08 | 3432 | 42,43 41,82 | 47,35 | 67,51 13,43 | 28,11 | 35,06 3512 | 41,64 | 65,86
Njematka | 16,05 | 27,60 | 31,45 32,97 | 39,20 | 52,98 2417 | 3532 | 41,09 41,47 | 47,29 | 68,00 15,85 | 34,55 | 41,35 42,93 | 50,29 | 76,24
Hrvatska | 19,24 | 29,27 | 34,90 34,50 | 39,07 | 58,78 25,84 | 3933 | 43,73 43,99 | 49,39 | 67,20 19,00 | 32,34 | 39,41 40,21 | 45,88 | 67,98
Jakuti 16,97 | 26,86 | 33,95 3540 | 41,74 | 57,18 2477 | 33,60 | 41,29 42,37 | 49,32 | 69,56 15,06 | 26,29 | 36,69 37,12 | 44,48 | 75,14
Kosovo | 18,56 | 29,52 | 35,59 3560 | 40,59 | 60,58 2452 | 3599 | 42,21 43,37 | 49,66 | 6590 18,50 | 32,12 | 37,58 40,70 | 48,44 | 73,49
Kazakik | 16,81 | 29,86 | 35,34 3582 | 41,12 | 60,31 21,39 | 3479 | 40,55 40,73 | 47,26 | 62,77 13,46 | 31,00 | 39,93 39,81 | 4631 | 73,62
Ujguri | 14,45 | 30,58 | 37,84 37,07 | 43,57 | 58,74 20,81 | 37,30 | 44,62 43,45 | 49,47 | 72,91 11,52 | 3553 | 44,40 4412 | 52,24 | 78,27
Uganda | 17,45 | 29,84 | 37,33 37,31 | 43,89 | 68,07 22,12 | 33,89 | 41,20 41,32 | 48,53 | 59,72 12,72 | 26,09 | 33,13 34,15 | 42,29 | 61,84
Engleska | 21,64 | 32,81 | 36,63 37,89 | 42,81 | 66,10 32,31 | 42,00 | 46,14 46,94 | 51,40 | 72,27 20,31 | 44,550 | 51,08 51,70 | 58,47 | 87,19
Romi 16,40 | 31,74 | 36,90 38,44 | 43,60 | 60,04 29,37 | 3817 | 42,62 44,56 | 50,09 | 67,28 17,85 | 3553 | 41,18 41,14 | 47,42 | 69,23
Evenki | 16,13 | 32,77 | 39,39 38,48 | 43,65 | 57,97 24,08 | 3826 | 43,81 44,56 | 50,29 | 64,18 13,03 | 30,99 | 37,79 3821 | 4549 | 72,80
Jamajka | 19,83 | 32,96 | 37,81 39,01 | 43,79 | 68,08 31,90 | 41,80 | 45,56 47,69 | 52,81 | 70,45 15,43 | 33,31 | 39,28 40,02 | 46,38 | 68,22
Indija 2589 | 36,19 | 40,43 41,03 | 4535 | 61,11 23,83 | 43,98 | 4873 48,25 | 52,46 | 65,28 27,67 | 42,72 | 5017 51,02 | 56,96 | 79,51
Turska | 21,09 | 3518 | 41,79 41,15 | 46,04 | 74,88 22,46 | 42,14 | 47,93 47,73 53,11 | 79,55 22,10 | 37,80 | 46,22 46,06 | 54,49 | 78,37
Kirgizi | 21,95 | 39,07 | 43,31 43,25 | 47,94 | 64,41 27,42 | 44,88 | 5136 49,91 | 54,95 | 71,49 24,02 | 4332 | 50,11 49,09 | 56,25 | 69,51
Papua | 26,63 | 38,85 | 44,88 4597 | 51,90 | 63,81 33,34 | 42,96 | 4875 47,75 | 52,15 | 71,86 26,09 | 50,56 | 61,57 59,35 | 68,28 | 83,40

44



Tablica 8: Monogalaktozilacija imunoglobulina G u analiziranim populacijama. Opisana je razina monogalaktozilacije u sve tri analizirane podklase 1gG-a. Prikazane su
srednja vrijednost i medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti, te prvi i treci kvartil. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su Kazaki R u Rusiji.

IgG1 18G2/3 1G4

Populacija | Min. | Qi | Medijan | Sredn2 Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Sredn Q3 | Maks. Min. | Qi | Medijan | Sredni Q3 | Maks.

vrijednost vrijednost vrijednost
Kina 31,08 | 37,12 | 39,18 39,15 | 40,92 | 47,67 28,40 | 32,87 | 34,79 34,88 | 3651 | 42,85 11,04 | 30,89 | 33,45 33,72 | 37,05 | 44,72
Kazakik | 26,98 | 36,14 | 38,04 37,86 | 40,41 | 45,44 23,53 | 30,93 | 33,02 32,57 | 3458 | 41,14 14,85 | 31,78 | 35,03 34,02 | 37,44 | 44,69
Kirgizi | 21,16 | 33,74 | 35,99 35,18 | 37,44 | 42,70 20,23 | 27,92 | 29,66 29,48 | 32,10 | 36,48 18,29 | 27,17 | 29,93 29,94 | 33,20 | 41,04
Uiguri | 23,33 | 36,06 | 37,95 37,71 | 39,84 | 47,07 16,11 | 29,65 | 31,51 31,49 | 33,64 | 40,18 12,36 | 2824 | 32,74 31,39 | 3585 | 43,81
Evenki | 24,48 | 33,71 | 36,06 3574 | 37,81 | 44,48 24,18 | 29,99 | 32,44 3233 | 34,10 | 39,17 12,42 | 2922 | 31,69 31,18 | 33,34 | 3851
Njemacka | 30,92 | 39,11 | 41,76 41,08 | 42,80 | 47,45 19,97 | 32,06 | 34,62 34,11 | 36,77 | 46,06 19,06 | 31,96 | 37,42 36,03 | 39,63 | 45,39
Romi 26,51 | 34,13 | 37,21 36,48 | 39,09 | 43,41 21,58 | 28,99 | 31,79 31,23 | 33,94 | 3858 15,51 | 30,29 | 32,98 32,61 | 3521 | 44,66
ltalja | 20,70 | 39,19 | 41,89 4081 | 44,26 | 47,83 21,18 | 32,70 | 36,37 3533 | 3853 | 42,82 9,29 | 26,76 | 34,23 32,83 | 3927 | 54,61
Kosovo | 25,19 | 35,06 | 37,68 37,70 | 40,19 | 46,32 20,77 | 29,11 | 31,88 31,31 | 33,72 | 39,48 12,69 | 29,26 | 31,97 31,62 | 3520 | 40,81
Jakuti | 27,17 | 3551 | 37,83 37,37 | 39,28 | 45,04 2354 | 30,11 | 33,38 32,69 | 34,81 | 39,99 18,96 | 30,85 | 33,39 32,76 | 3549 | 42,81
Papua | 17,44 | 27,18 | 28,99 28,47 | 30,84 | 36,10 18,41 | 26,49 | 28,39 2828 | 30,35 | 3840 9,92 | 17,64 | 2014 21,07 | 2452 | 34,79
Orkney | 32,66 | 38,57 | 40,46 40,17 | 42,34 | 44,33 23,77 | 31,53 | 33,21 33,01 | 3529 | 389 19,40 | 30,20 | 32,52 32,61 | 3558 | 40,97
KazakiR | 29,70 | 3579 | 37,84 37,82 | 39,90 | 45,68 27,08 | 30,99 | 33,21 3322 | 34,93 | 40,42 16,88 | 30,21 | 33,29 3331 | 3663 | 47,87
Rusiia | 28,44 | 37,02 | 39,18 38,82 | 40,60 | 46,86 2621 | 31,21 | 33,19 33,04 | 3521 | 40,29 18,91 | 30,36 | 32,99 32,81 | 3555 | 42,24
KirgizZiR | 30,91 | 37,79 | 39,65 39,63 | 41,71 | 4513 2538 | 32,31 | 34,44 33,98 | 36,00 | 41,01 2357 | 31,84 | 34,03 33,67 | 3588 | 43,54
Engleska | 26,25 | 37,93 | 40,67 4037 | 42,64 | 51,15 19,77 | 30,44 | 32,86 32,70 | 3570 | 39,82 6,47 | 26,86 | 31,54 30,63 | 3594 | 44,87
Indija | 27,11 | 3595 | 3876 38,14 | 41,02 | 45,10 21,65 | 29,11 | 31,61 31,27 | 33,34 | 39,15 10,68 | 28,14 | 32,04 31,41 | 34,94 | 40,85
Jamajka | 22,08 | 3565 | 38,95 38,08 | 41,28 | 4843 21,02 | 29,95 | 32,12 31,80 | 34,47 | 40,48 21,19 | 32,12 | 35,28 3511 | 38,17 | 45,70
Hrvatska | 27,09 | 37,14 | 39,02 38,78 | 41,14 | 44,74 21,57 | 30,47 | 33,00 32,46 | 34,82 | 40,28 19,28 | 29,55 | 33,16 32,34 | 3549 | 43,28
Svedska | 30,55 | 38,52 | 40,58 40,63 | 42,52 | 45,69 23,57 | 33,03 | 34,44 3432 | 36,08 | 40,56 21,02 | 31,83 | 33,97 33,83 | 3672 | 41,21
Tajland | 26,26 | 36,25 | 37,72 37,56 | 39,45 | 43,56 26,49 | 32,67 | 34,21 33,97 | 3530 | 41,21 16,54 | 31,62 | 34,04 33,90 | 36,56 | 41,90
Trinidad | 27,66 | 36,74 | 39,09 38,41 | 40,35 | 44,98 2431 | 31,64 | 33,78 33,45 | 3593 | 40,12 21,35 | 31,50 | 34,00 34,11 | 37,20 | 43,32
Turska | 16,14 | 33,99 | 36,70 36,09 | 3899 | 43,83 13,76 | 28,65 | 31,06 30,68 | 33,12 | 38,55 1421 | 27,31 | 30,36 29,91 | 33,04 | 41,06
Uganda | 18,59 | 30,24 | 32,69 32,49 | 3565 | 39,63 22,56 | 2876 | 31,18 30,82 | 32,93 | 38,24 21,08 | 29,22 | 31,41 31,20 | 33,81 | 42,73
UK 33,33 | 39,59 | 42,01 41,42 | 4329 | 4871 22,81 | 32,30 | 34,96 34,60 | 36,81 | 42,73 10,72 | 32,36 | 36,35 34,19 | 38,10 | 44,04
Shetland | 33,20 | 38,59 | 40,76 4033 | 42,43 | 46,29 23,17 | 32,36 | 33,96 34,02 | 36,15 | 40,08 17,51 | 30,84 | 33,09 32,79 | 35738 | 48,46
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Tablica 9: Digalaktozilacija imunoglobulina G u analiziranim populacijama. Opisana je razina digalaktozilacije u sve tri analizirane podklase IgG-a. Prikazane su srednja

vrijednost i medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti, te prvi i treci kvartil. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su Kazaki R u Rusiji.

IgG1 18G2/3 18G4

Populacija | Min. | Q1 | Medijan | rednia Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Srednia Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Srednia Q3 | Maks.

vrijednost vrijednost vrijednost
Engleska | 3,81 | 878 | 10,30 10,78 | 12,52 | 22,03 459 | 977 | 11,86 11,94 | 13,80 | 22,10 2,35 | 525 7,42 8,30 10,69 | 21,75
Turska 396 | 967 | 11,35 11,93 | 13,76 | 23,84 2,96 | 887 | 1037 10,89 | 12,71 | 23,39 2,69 | 7,59 9,57 10,66 | 12,84 | 23,23
Njematka | 2,16 | 9,20 | 11,74 11,73 | 13,80 | 23,95 2,25 | 854 | 10,33 10,85 | 13,13 | 24,79 159 | 7,93 | 1047 10,95 | 14,03 | 22,29
Jakuti 622 | 1001 | 11,9 11,86 | 13,73 | 18,64 543 | 851 | 10,23 1041 | 12,05 | 17,54 3,13 | 6,60 8,92 9,02 11,53 | 16,72
Trinidad | 3,49 | 9,82 | 11,97 12,00 | 13,85 | 19,72 2,50 | 7,89 9,92 9,95 12,19 | 16,31 483 | 10,77 | 12,65 13,22 | 1596 | 24,31
Kina 453 | 990 | 1241 12,74 | 1522 | 22,61 672 | 1046 | 12,83 13,17 | 16,10 | 21,82 7,17 | 12,69 | 16,54 1620 | 18,95 | 27,58
Ujguri 614 | 1051 | 12,70 13,60 | 1620 | 28,14 579 | 962 | 12,68 12,84 | 15,10 | 24,24 3,41 | 11,05 | 14,45 14,75 | 18,00 | 29,42
Orkney | 3,87 | 10,56 | 12,85 12,50 | 14,551 | 18,94 337 | 894 | 10,52 10,53 | 12,05 | 16,58 2,74 | 5,50 8,21 8,95 10,83 | 32,36
Romi 554 | 1091 | 13,38 13,20 | 15,82 | 19,98 438 | 982 | 1239 12,40 | 14,84 | 20,84 3,75 | 10,23 | 13,05 13,37 | 1549 | 25,30
Jamajka | 6,15 | 11,04 | 13,58 1417 | 17,10 | 24,52 474 | 980 | 12,32 12,81 | 1515 | 22,07 360 | 956 | 12,52 13,06 | 16,33 | 24,91
Shetland | 6,42 | 11,69 | 13,76 13,92 | 1576 | 23,16 415 | 10,02 | 11,68 12,06 | 14,02 | 22,36 519 | 951 | 12,72 12,56 | 15,03 | 24,18
Uganda | 4,63 | 11,40 | 14,27 1504 | 17,93 | 31,82 422 | 9,99 | 1244 13,51 | 1593 | 28,16 327 | 860 | 11,99 13,03 | 1533 | 33,87
Indija 720 | 12,30 | 14,69 1524 | 17,59 | 28,40 595 | 10,56 | 12,77 13,00 | 1564 | 22,69 2,37 | 807 | 11,29 11,48 | 14,56 | 24,13
Svedska | 4,75 | 11,67 | 14,83 1513 | 17,76 | 26,03 3,79 | 1009 | 12,47 13,19 | 16,08 | 23,26 417 | 11,65 | 14,90 1527 | 18,36 | 26,89
ltalija 883 | 12,85 | 14,86 1560 | 1820 | 26,21 525 | 1049 | 12,77 13,23 | 1566 | 23,17 364 | 1099 | 13,12 13,58 | 1558 | 25,23
Kazakik | 824 | 12,13 | 15,03 1543 | 18,02 | 26,54 567 | 978 | 12,60 12,95 | 1546 | 24,39 7,45 | 10,08 | 13,00 13,66 | 16,70 | 28,72
Evenki 599 | 12,17 | 1512 1559 | 1832 | 27,32 3,83 | 11,16 | 14,28 1427 | 17,95 | 24,43 3,15 | 11,60 | 14,75 1554 | 20,07 | 25,82
Tajland | 6,66 | 13,41 | 15,55 1574 | 17,62 | 25,50 7,78 | 11,29 | 13,30 13,48 | 1576 | 21,03 516 | 11,21 | 13,33 13,51 | 15729 | 23,47
Kirgizi 540 | 12,99 | 15,76 1590 | 19,14 | 26,27 592 | 11,74 | 14,59 14,82 | 17,65 | 26,34 362 | 1007 | 14,25 14,73 | 18,83 | 33,11
Kosovo | 356 | 12,74 | 16,68 16,70 | 20,38 | 28,29 539 | 12,16 | 14,94 1520 | 18,78 | 25,86 1,49 | 781 | 1335 13,80 | 17,19 | 43,40
Hrvatska | 4,36 | 13,44 | 16,78 16,44 | 19,47 | 29,02 7,18 | 11,98 | 14,96 14,96 | 17,43 | 26,40 650 | 12,38 | 16,43 1631 | 19,74 | 29,36
Rusija 623 | 1396 | 16,85 17,65 | 20,90 | 34,42 529 | 13,17 | 1564 1591 | 1832 | 31,42 472 | 11,80 | 1541 1530 | 1852 | 30,88
KazakiR | 10,12 | 14,96 | 17,20 17,43 | 19,95 | 29,80 9,20 | 14,01 | 1595 1599 | 17,97 | 26,28 7,44 | 13,90 | 16,04 1671 | 19,08 | 27,03
UK 812 | 1338 | 17,29 16,93 | 19,53 | 27,28 6,99 | 11,62 | 14,50 14,69 | 17,36 | 24,78 2,36 | 9,08 | 12,43 12,44 | 1551 | 26,82
KirgiziR | 7,32 | 14,80 | 17,41 17,37 | 19,49 | 26,91 863 | 1490 | 17,01 17,11 | 19,03 | 26,23 442 | 1607 | 18,76 19,16 | 22,00 | 35,54
Papua 9,98 | 16,05 | 18,99 1873 | 21,33 | 29,47 630 | 12,93 | 15,93 16,14 | 18,41 | 25,59 7,38 | 1433 | 16,84 17,87 | 21,01 | 33,81
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Razina glikopeptida s dvije galaktoze na IgGl je takoder bila recipro¢na agalaktozilaciji i
najmanje zastupljena u uzorcima Papue 1 Nove Gvineje (10%), a najviSe u uzorcima iz Engleske
(17%). Na podklasi IgG2, glikani s dvije galaktoze bili su najmanje zastupljeni u uzorcima
Jamajke (10%), a najvise u Tajlandu (17%). Na podklasi IgG4, glikana s dvije galaktoze je bilo
najmanje u uzorcima Papue i Nove Gvineje (7%), Sto je bilo sli¢no podklasi IgG1, a najvise ih
je bilo u populaciji Tajlanda (19%). Razinu digalaktozilacije po podklasama IgG-a u
analiziranim populacijama prikazuje Tablica 9. Varijabilnost digalaktozilacije je bila relativno
niska u svim podklasama. Najmanji interkvartilni raspon na IgG1 je bio 4%, a najveci §%.
Sliéno, IgG2 je imao interkvartilni raspon od 3% do 7%, dok je na IgG4 najmanyji interkvartilni

raspon iznosio 4%, a najvec¢i 9%.
4.2.2 Varijabilnost sijalinizacije u analiziranim populacijama

Imunoglobulin G1 je imao najniZzu razinu sijalinizacije u populaciji uzoraka iz Indije (9%), dok
je najvisa razina ovog glikanskog svojstva bila u populaciji Ugande (16%). Populacija uzoraka
Kirgiza je na IgG2 imala najniZzu razinu sijalinizacije (9%), dok je najviSa razina bila u
populaciji Tajlanda gdje je iznosila 14%. Na IgG4, populacija uzoraka iz Engleske je imala
najnizu razinu ovog glikanskog svojstva (7%), dok je najvisa razina bila u populaciji iz Ugande
(18%). Tablica 10 prikazuje razinu sijalinizacije glikopeptida Fc fragmenta imunoglobulina G
u analiziranim populacijama. Varijabilnost ovog glikanskog svojstva bila je ista u podklasama
IgG1 1 1gG2. U obje podklase najmanji interkvartilni raspon je iznosio 3%, a najveci 6%. U

podklasi IgG4 najmanji interkvartilni raspon je iznosio 5%, a najve¢i oko 9%.
4.2.3 Varijabilnost rasijecajuceg N-acetilglukozamina u analiziranim populacijama

Razinu rasijecaju¢eg GlcNAc-a u populacijama prikazuje Tablica 11. Najnizu razinu ovog
glikanskog svojstva na IgG1 imala je Papua i Nova Gvineja (10%), a najviSu uzorci iz Indije
(19%). Sli¢no imunoglobulinu G1, IgG2 je imao najnizu razinu rasijecajuc¢eg GlcNAc-a opet u
uzorcima Papue i Nove Gvineje gdje je ovo glikansko svojstvo iznosilo 9%, dok je najvisa
razina izmjerena u uzorcima iz Indije, oko 14%. Na IgG4, najniza razina ovog svojstva je bila
u uzorcima s Tajlanda (10 %), a najviSa u uzorcima Han Kineza (11%). Razina rasijecajuceg
N-acetilglukozamina je najmanje varirala u ovoj studiji od svih glikanskih svojstava. Podklasa
IgG1 za ovo svojstvo je imala najmanji interkvartilni raspon od 2%, dok je najve¢i iznosio 5%.

Sliéno imunoglobulinu G1, podklasa IgG2 je imala interkvartilni raspon od 2%, a najveci 4%.
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Ocekivano, podklasa IgG4 je najvise varirala od sve tri podklase. Najmanji interkvartilni raspon

za rasijecajuc¢i GIcNAc je iznosio 3%, dok je najveci bio 7%.
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Tablica 10: Sijalinizacija imunoglobulina G u analiziranim populacijama. Opisana je razina Sijalinizacije u sve tri analizirane podklase IgG-a. Prikazane su srednja vrijednost
i medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti, te prvi i treci kvartil. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su Kazaki R u Rusiji.

IgG1 18G2/3 18G4
Populacija | Min. | Q1 | Medijan vfijr:g:jaast Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan vrsur:j:i | @ | Maks Min. | Q1 | Medijan vrsur:j:i | @3 | maks.
Papua | 4,56 | 10,14 | 12,57 12,74 | 14,84 | 20,71 557 | 9,38 | 11,44 11,72 | 13,32 | 24,81 2,69 | 10,28 | 14,87 14,54 | 18,63 | 37,48
Kirgizi | 3,10 | 8,48 | 10,45 10,42 | 11,95 | 19,14 512 | 9,75 | 11,68 11,89 | 13,53 | 19,75 2,35 | 7,59 | 10,59 11,44 | 13,36 | 29,87
Turska 4,71 7,74 9,16 9,65 10,95 | 23,90 3,83 7,62 9,14 9,72 11,50 | 17,74 1,28 6,68 9,46 10,30 12,98 | 24,04
Uganda | 3,24 | 7,89 | 9,44 10,18 | 12,35 | 19,33 391 | 851 | 10,88 11,55 | 14,06 | 21,64 1,87 | 6,44 | 10,08 11,46 | 14,87 | 39,36
Ujguri 4,53 9,64 11,63 12,18 13,95 | 28,52 3,83 7,58 9,86 10,27 11,81 | 22,76 5,72 | 12,71 14,99 15,86 19,09 | 29,63
Indija | 4,28 | 857 | 10,45 10,72 | 12,92 | 17,67 6,08 | 9,20 | 11,45 11,42 | 13,03 | 23,96 2,32 | 650 | 888 9,55 | 11,90 | 22,15
Romi 3,75 9,13 11,34 11,87 13,54 | 31,66 3,96 8,89 12,26 11,80 14,19 | 19,43 3,08 9,37 12,79 12,88 16,50 | 25,36
Kosovo 3,68 7,72 9,67 9,89 11,35 | 20,03 4,49 7,76 11,17 11,06 13,09 | 21,19 2,16 6,29 8,34 11,82 15,64 | 42,01
Jamajka | 5,03 | 9,91 | 12,47 12,52 | 14,12 | 22,36 573 | 10,08 | 12,17 12,52 | 14,56 | 25,59 4,65 | 10,61 | 14,40 14,61 | 18,18 | 26,36
Evenki 4,81 8,73 12,36 11,63 14,12 | 20,93 3,06 7,67 11,09 10,67 13,39 | 17,07 2,27 | 10,14 13,48 14,58 18,27 | 32,13
Engleska | 3,93 | 11,89 | 14,10 14,78 | 17,02 | 24,70 514 | 9,52 | 12,04 12,03 | 14,68 | 19,46 3,83 | 822 | 10,79 11,27 | 14,16 | 26,81
KazakiK 4,85 | 11,61 12,98 13,66 14,94 | 23,09 4,53 9,97 12,32 12,13 13,95 | 21,07 5,60 | 12,48 15,78 16,09 19,26 | 27,73
Hrvatska | 4,59 | 10,55 | 12,60 13,02 | 14,93 | 31,59 557 | 10,12 | 11,68 12,08 | 14,00 | 23,13 3,33 | 12,05 | 15,44 15,67 | 18,52 | 37,29
Rusija | 5,14 | 11,87 | 13,92 14,11 | 16,45 | 26,71 551 | 11,88 | 13,78 14,30 | 16,65 | 26,12 3,87 | 13,16 | 17,18 16,85 | 20,98 | 30,15
KazakiR 7,22 | 12,14 13,91 13,99 16,04 | 22,48 6,29 | 11,20 13,77 13,70 15,90 | 22,26 8,39 | 14,57 18,07 18,08 21,04 | 39,04
Orkney | 3,69 | 7,72 | 887 9,24 | 10,64 | 19,43 4,40 | 830 | 9,94 9,83 11,09 | 17,02 1,92 | 546 | 7,19 8,73 10,12 | 31,85
Jakuti 3,66 7,09 8,64 8,97 10,73 | 15,16 4,14 7,86 9,50 10,08 11,32 | 27,64 1,91 5,31 7,55 8,55 10,62 | 29,67
Trinidad | 3,90 | 8,48 | 10,33 10,90 | 12,54 | 29,31 2,89 | 808 | 10,21 10,48 | 12,58 | 26,27 327 | 814 | 11,57 11,65 | 14,04 | 41,23
Shetland | 5,19 | 10,78 | 11,91 12,80 | 14,40 | 29,84 4,58 | 9,51 | 11,21 11,52 | 12,70 | 21,79 563 | 11,83 | 15,07 14,89 | 17,37 | 26,11
Tajland 6,93 | 10,64 12,50 12,99 14,98 | 24,33 5,72 9,88 12,01 12,22 14,17 | 22,80 4,82 | 11,10 13,98 14,29 17,24 | 25,74
KirgiziR | 7,17 | 10,87 | 13,42 13,56 | 15,46 | 23,79 8,05 | 12,35 | 14,37 14,45 | 16,18 | 21,62 6,35 | 13,85 | 16,56 16,74 | 19,48 | 32,86
Svedska | 6,52 | 11,27 | 13,41 13,51 | 15,67 | 22,82 3,35 | 9,14 | 11,28 11,55 | 13,82 | 22,71 6,44 | 12,53 | 15,17 15,50 | 18,59 | 26,24
Njematka | 4,74 | 9,15 | 10,59 11,03 | 13,12 | 20,03 4,44 | 875 | 10,35 10,75 | 12,06 | 23,72 3,36 | 9,60 | 12,75 13,07 | 15,92 | 33,71
Kina 5,28 | 13,44 16,19 17,45 19,63 | 52,36 6,54 | 11,72 13,99 14,69 16,64 | 29,94 9,42 | 13,80 18,12 18,45 22,52 | 35,07
UK 4,07 | 10,04 | 12,41 12,49 | 14,88 | 24,29 4,43 | 9,68 | 13,59 13,37 | 16,09 | 21,73 2,08 | 667 | 10,46 11,38 | 14,17 | 42,98
ltalija | 5,63 | 11,36 | 13,13 13,73 | 15,90 | 26,94 529 | 9,88 | 11,84 12,28 | 14,48 | 22,03 6,47 | 12,84 | 16,12 16,38 | 19,18 | 29,44
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Tablica 11: Rasijecajuci GlcNAc u imunoglobulinu G u analiziranim populacijama. Opisana je razina Sijalinizacije u sve tri analizirane podklase IgG-a. Prikazane su srednja

vrijednost i medijan, minimalne i maksimalne vrijednosti, te prvi i treci kvartil. Kazaki K su Kazaki skupljeni u Kini dok su Kazaki R u Rusiji.

IgG1 18G2/3 1gG4

Populaciia | Min. | Qi | Medijan | Srednia Q3 | Maks. Min. | Q1 | Medijan | Srednia Q3 | Maks. Min. | Qi | Medijan | Srednia Q3 | Maks.

vrijednost vrijednost vrijednost
Papua | 9,03 | 12,29 | 13,75 13,97 | 15,65 | 22,51 6,69 | 9,49 | 10,78 10,86 | 12,06 | 17,30 6,59 | 9,48 | 10,70 11,54 | 13,13 | 26,33
Kirgizi 8,50 | 13,25 | 14,27 14,37 | 15,59 | 21,59 620 | 9,82 | 11,13 11,06 | 12,15 | 16,36 6,40 | 9,77 | 11,28 12,00 | 13,04 | 32,79
Turska | 8,70 | 13,72 | 15,62 15,67 | 17,32 | 24,30 7,16 | 10,50 | 11,38 11,71 | 13,10 | 16,76 6,70 | 12,06 | 13,44 13,97 | 15,55 | 39,91
Uganda | 7,58 | 12,32 | 14,24 14,08 | 15,66 | 20,60 491 | 9,49 | 10,83 10,77 | 11,86 | 16,72 6,88 | 972 | 11,44 12,47 | 12,77 | 45,87
Ujguri 7,67 | 12,63 | 13,92 14,47 | 16,10 | 27,13 6,00 | 9,76 | 10,94 11,13 | 12,47 | 18,14 585 | 11,30 | 12,70 12,97 | 14,65 | 23,68
Indija 9,83 | 14,37 | 16,25 16,62 | 19,17 | 23,52 7,19 | 10,10 | 12,15 11,96 | 13,62 | 16,45 7,16 | 10,97 | 13,18 13,28 | 15,19 | 24,11
Romi 9,38 | 15,79 | 17,71 17,90 | 20,09 | 29,98 552 | 11,32 | 13,27 13,18 | 14,71 | 21,96 4,63 | 11,55 | 13,72 13,99 | 15,79 | 23,90
Kosovo | 9,30 | 13,41 | 15,51 16,00 | 18,21 | 27,83 7,47 | 10,71 | 12,23 12,48 | 13,47 | 18,90 7,07 | 10,25 | 13,15 15,89 | 17,68 | 50,26
Jamajka | 10,41 | 14,55 | 16,60 16,91 | 18,93 | 30,04 7,20 | 11,13 | 12,18 12,67 | 13,91 | 23,95 523 | 11,54 | 13,21 13,63 | 15,00 | 27,54
Evenki | 8,64 | 11,55 | 13,64 14,04 | 16,41 | 21,01 6,60 | 9,67 | 11,14 11,17 | 12,78 | 16,13 7,42 | 9,91 | 11,93 12,30 | 13,95 | 22,99
Engleska | 6,24 | 9,35 | 10,34 10,34 | 11,10 | 16,44 518 | 8,52 | 9,46 9,47 | 10,21 | 20,44 4,9 | 9,12 | 11,15 11,29 | 13,28 | 18,85
Kazakik | 9,01 | 13,32 | 15,14 15,14 | 16,95 | 24,53 8,20 | 9,95 | 11,21 11,40 | 12,54 | 17,39 6,78 | 10,19 | 11,93 12,45 | 14,36 | 26,73
Hrvatska | 8,44 | 12,78 | 14,36 14,55 | 16,29 | 22,20 574 | 9,64 | 11,06 11,25 | 12,45 | 18,66 598 | 9,68 | 11,48 11,74 | 13,27 | 32,95
Rusija 833 | 13,95 | 15,63 15,44 | 17,24 | 24,97 547 | 10,71 | 11,87 11,80 | 12,98 | 17,03 6,08 | 10,95 | 11,93 12,33 | 13,89 | 20,93
KazakiR | 9,47 | 12,90 | 14,50 14,47 | 15,78 | 20,33 6,60 | 9,96 | 10,91 11,11 | 12,16 | 18,30 671 | 9,73 | 11,31 11,59 | 13,01 | 29,64
Orkney | 12,02 | 15,11 | 17,82 18,06 | 20,47 | 29,39 7,70 | 12,12 | 13,81 14,12 | 15,97 | 25,87 7,17 | 12,39 | 15,84 16,11 | 18,73 | 34,91
Jakuti 12,31 | 16,74 18,72 18,98 20,68 | 33,23 8,77 | 13,34 14,30 14,93 16,21 | 28,65 7,81 | 13,02 14,82 15,17 16,73 | 28,20
Trinidad 8,89 12,90 15,52 15,46 17,82 | 25,03 6,94 | 10,85 12,42 12,63 14,33 | 20,65 6,61 | 11,24 13,16 13,16 15,20 | 21,86
Shetland | 12,10 | 15,42 | 17,30 17,72 | 19,83 | 28,38 9,33 | 10,52 | 12,29 12,70 | 14,64 | 20,29 7,23 | 11,26 | 13,80 14,38 | 16,87 | 30,49
Tajland | 8,02 | 12,56 | 14,81 14,74 | 16,16 | 22,34 4,50 | 9,62 | 10,95 11,06 | 12,29 | 18,57 3,92 | 10,21 | 12,01 12,11 | 14,05 | 21,17
KirgiziR | 815 | 11,83 | 13,53 13,48 | 14,84 | 19,23 6,77 | 9,07 | 1037 10,61 | 12,02 | 14,69 679 | 851 | 9,60 10,03 | 11,38 | 14,74
Svedska | 7,09 | 11,45 | 14,05 14,13 | 16,52 | 24,72 593 | 852 | 10,38 10,45 | 11,98 | 17,69 562 | 9,28 | 11,40 12,00 | 14,45 | 24,05
Njemacka | 11,71 | 16,66 18,46 18,87 20,91 | 27,67 8,32 | 12,02 13,53 13,80 15,18 | 19,99 6,96 | 12,49 14,06 15,08 17,60 | 27,74
Kina 6,70 11,62 12,79 12,63 13,79 | 20,28 6,55 8,67 9,47 10,05 11,27 | 16,84 6,85 9,94 12,02 12,22 14,14 | 19,15
UK 10,31 | 13,54 | 16,07 15,95 | 17,70 | 24,72 6,70 | 10,11 | 11,42 11,80 | 13,25 | 18,89 6,17 | 10,51 | 12,91 13,62 | 14,83 | 48,98
Italija 9,24 | 13,15 | 14,42 14,74 | 16,07 | 29,56 6,58 | 9,86 | 11,01 11,14 | 12,20 | 16,27 6,62 | 9,68 | 11,62 12,11 | 14,11 | 23,44
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4.3 Dob i spol

U ovoj studiji je takoder evaluirana korelacija glikozilacije imunoglobulina G 1 kalendarske
dobi ispitanika. Dobiveni rezultati su ukazali na jaku povezanost kalendarskom dobi ispitanika
u svim podklasama IgG-a s ovim glikanskim svojstvom, naime razina monogalaktoziliranih i
digalaktoziliranih glikopeptida je padala s kalendarskom dobi ispitanika. Suprotan efekt je
uocen kod agalaktozilacije, ¢ija je razina rasla s kalendarskom dobi. Slika 11 prikazuje
promjenu razine agalaktozilacije, monogalaktozilacije i1 digalaktozilacije u odnosu na starost
ispitanika.

IgG 1 Agalaktozilacija IgG1 Monogalaktozilacija IgG1 Digalaktozilacija 7

IgG2 Agalaktozilacija I1gG2 Monogalaktozilacija  1gG2 Digalaktozilacija

Zene
~ Muskarci

IgG4 Agalaktozilacija IgG4 Monogalaktozilacija IgG4 Digalaktozilacija

Udio svojstva u ukupnom glikomu (%)

40 B( 80 0 40 Bl

Dob (godine)

Slika 11: Ovisnost razine galaktozilacije o dobi i spolu ispitanika analizirana u 2579 ispitanika. Odnosi izmedu
dobi i glikanskih svojstava su odredeni lokalnom regresijom. Crvena linija predstavlja Zene a plava muske
ispitanike. Siva pozadina prikazuje interval sigurnosti modela. Na X osi su vrijednosti glikanskih svojstva a na Y
osi su godine ispitanika. Prikazani su rezultati za tri podklase imunoglobulina G (IgG1, IgG2/4 i IgG2/3). Slika je
napravljena u programskom jeziku R verzija 3.0.1
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4.4 Glikozilacija imunoglobulina G korelira s faktorima razvijenosti zemlje

U ovom istrazivanju su analizirane asocijacije deriviranih glikanskih svojstava Fc glikopeptida
specifi¢nih za pojedinu podklasu imunoglobulina G s 45 indikatora razvijenosti zemlje iz koje
potjecu uzorci. Glikozilacija Fc fragmenta imunoglobulina G pokazala se znacajno korelirana
s indeksima razvoja analiziranih populacija. Od deriviranih glikanskih svojstava,
agalaktozilacija 1 monogalaktozilacija su korelirane sa sva tri koriStena indeksa (HDI, MDG i
SDG) 1 20 drugih indikatora koji ¢ine te razvojne indekse. Vec¢ina deriviranih glikanskih
svojstava koja su korelirana s indikatorima razvijenosti neke zemlje bila su na podklasi IgG1
(22 od ukupno 23), a od deriviranih svojstava, monogalaktozilacije je povezana najvise
indikatora. Tako su monogalaktozilirane strukture povezane sa sva tri indeksa razvijenosti. Od
ostalih indikatora razvijenosti, s monogalaktozilacijom IgGl povezano ih je 19.
Agalaktozilacija je takoder povezana sa sva tri indeksa razvijenosti i jo§ osam indikatora, dok
je digalaktozilacija nije pokazala znacajnu povezanost s niti jednim od tri indeksa razvoja, a
povezana je s pet ostalih indikatora.

Tablica 12: Deset najzanimljivijih indikatora razvoja zemlje koreliranih s galaktozilacijom imunoglobulina G1.

Prikazani su koeficijentima korelacije (v) s pripadajucim p vrijednostima i deriviranim glikanskim svojstvima s
kojima su indikatori asocirani. p vrijednosti su korigirane na visestruko testiranje Bonferonijevom korekcijom.

) . . . Korelacijski p
Indikator Derivirano svojstvo koeficijent (r) vrijednost
MDG Monogalaktozilacija 0.969 7.44E-06
Zastoj u rastu | Monogalaktozilacija 0.967 1.16E-05
HDI Monogalaktozilacija 0.966 1.44E-05
Zdravstveni Monogalaktozilacija 0.945 2.30E-04
sustav
SDG Monogalaktozilacija 0.940 3.86E-04
Ed,“kacu ski Monogalaktozilacija 0.937 5.14E-04
indeks
Smrtnost na Monogalaktozilacija 0.931 9.13E-04
poslu
Zastoj u rastu Agalaktozilacija -0.942 3.27E-04
Zdravstveni Agalaktozilacija -0.950 1.31E-04
sustav
Smrtnost na Agalaktozilacija -0.950 1.37E-04
poslu
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Na podklasi IgG2, monogalaktozilacija je povezana s MDG i HDI indeksima (p=0.045;
p=0.046) te zastojem u rastu, zagadenjem zraka i smrtnosti na poslu (p=0.013; p=0.056;
p=0.049). Na podklasi IgG4 jedini povezani faktor s monogalaktozilacijom je dostupnost pitke
vode (p=0.031).

Sijalinizacija i rasijecaju¢i GIcNAc, za razliku od svojstava vezanih uz galaktozilaciju, nisu
pokazali statisticki znacajnu korelaciju s navedenim indikatorima razvoja drzave. Tablica 12

svojstvima na imunoglobulinu G1.
4.4.1 Monogalaktozilacija

Monogalaktozilacija Fc fragmenta IgG1 podklase je pokazala je povezanost s 22 od ukupno 45
analiziranih svojstava razvijenosti neke zemlje. Pozitivho je korelirana sa sva tri indeksa
razvijenosti: UN-ovim HDI (r=0,966; p= 1,44*10), MDG indeksom (r=0,969 ; p=7,44*10)
koji obuhvaéa zdravstvene faktore iz MDG sustava, i SDG indeksom (r=0,940; p=5,72*107)

Engleska :
Italija . .
Njemacka
Svedska 8
Skotska
Trinidad °
®  Hrvatska
H L]
:r_ti._.' . K'"f Rusija
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0 e
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o
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0
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L ]
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[ ]
_']U_
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HDI

Slika 12: Ovisnost indeksa razvoja HDI o monogalaktozilaciji imunoglobulina G1. Svaka tocka predstavija
srednju vrijednost razine monogalaktozilacije u odredenoj populaciji nakon korekcije na dob i spol. Slika je
napravljena u programskom jeziku R verzija 3.0.1.
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Medu ostalim asociranim svojstvima koja su sadrzana u indeksima MDG i1 SDG najvece
koeficijente korelacije su imali: zastoj u rastu, zdravstveni sustav, edukacijski indeks i smrtnost

na poslu. Tablica 13 prikazuje listu indikatora koreliranih s monogalaktozilacijom IgGl1.

Podklasa IgG2 je pokazala sli¢ne korelacije kao 1 podklasa IgG1, a znacajno je korelirana s pet
indikatora razvijenosti. Monogalaktozilacija ove podklase pozitivno je korelirana s HDI 1 MDG
indeksima (r=0,864 i r=0,864; p=0,0455 1 0,0459) dok povezanost sa SDG indeksom, za razliku
od IgGl, nije bila statisticki znacajna. Zastoj u rastu (p=0,013), smrtnost na poslu (p=0,0455) i
smrtnost vezana uz oneciS¢enje zraka (p=0,049) su bila ostala tri indikatora povezana s

monogalaktozilacijom imunoglobulina G2.

Monogalaktozilacija podklase IgG4 je bila znacajno povezana samo s UN-ovim indikatorom
koji opisuje kvalitetu vode (voda (UN); p=0,0314).
Tablica 13: Povezanost indikatora razvoja zemlje i monogalaktozilacije imunoglobulina Gl. Prikazani su

korelacijski koeficijenti i p vrijednosti indikatora povezanih s monogalaktozilacijom imunoglobulina GI. p
vrijednosti su korigirane na visestruko testiranje Bonferonijevom korekcijom.

Marker razvoja kl(fgtl:lili?::ljts l((;) p vrijednost
Zastoj u rastu 0,967 0,0001
HDI 0,966 0,0001
MDG 0,969 0,0001
Zdravstveni sustav 0,945 0,0002
SDG 0,940 0,0004
Edukacijski indeks 0,937 0,0005
Smrtnost na poslu 0,931 0,0009
Odekivani Zivotni vijek (Z) 0,917 0,0027
OneciS¢enje zraka 0,914 0,0032
Zdravstveni sustav (UN) 0,901 0,0074
Ocekivani Zivotni vijek 0,901 0,0074
nonMDG 0,898 0,0087
Hepatitis B 0,890 0,0133
Smrtnost rodilje 0,889 0,0146
GDP 2013 0,889 0,0146
Sanitacija 0,885 0,0177
Higijena 0,882 0,0203
Kontrolirani porod 0,876 0,0272
Voda, sanitacija i higijena 0,874 0,0300
Porodi u adolescenata 0,871 0,0344
QOcdekivani Zivotni vijek (M) 0,869 0,0373
Smrtnost ispod 5 godina 0,866 0,0414

54



4.4.2 Agalaktozilacija

Agalaktozilacija je pokazala negativne korelacijske koeficijente sa svim analiziranim
znacajnim indikatorima. Isto kao i monogalaktozilacija, ovo glikansko svojstvo je pokazalo
velike ali negativne korelacijske koeficijente sa sva ti indeksa razvoja HDI, MDG i SDG (
-0,906; -0,899; -0,871; p=0,0055; p=0,0082; p=0334). Slika 13 prikazuje ovisnost
monogalaktozilacije imunoglobulina G1 o vrijednosti HDI indeksa razvijenosti, gdje se moze

uociti trend pada agalaktozilacije kako raste razvijenost odredene zemlje.
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Slika 13: Ovisnost indeksa razvoja HDI o agalaktozilaciji imunoglobulina G1. Svaka tocka predstavlja srednju
vrijednost agalaktozilacije u odredenoj populaciji nakon korekcije na dob i spol. Slika je napravijena u

programskom jeziku R verzija 3.0.1.

Indeks zdravstvenog sustava, smrtnost na poslu i zastoj u rastu su bila tri indikatora s najve¢im
koeficijentom korelacije s agalaktozilacijom. Tablica 14 prikazuje svih 11 svojstva koja su

negativno korelirana s agalaktozilacijom imunoglobulina G1.
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Tablica 14: Asocijacija agalaktozilacije i indikatora razvoja zemlje. Prikazani su korelacijski koeficijenti (v) i p
vrijednosti za korelaciju agalaktozilacije s indikatorima razvoja zemlje iz koje potjecu uzorci. p vrijednosti su
korigirane na visestruko testiranje Bonferonijevom korekcijom.

Indikator razvoja Korelacijski koeficijent (r) | p vrijednost
Zdravstveni sustav -0,950 0,00013
Smrtnost na poslu -0,950 0,00014
Zastoj u rastu -0,942 0,00033
HDI -0,906 0,00547
MDG -0,899 0,00816
Edukacijski indeks -0,895 0,01020
Voda -0,891 0,01262
Kontrolirani porod -0,890 0,01322
OnecdiS¢enje zraka -0,872 0,03297
SDG -0,871 0,03338
Sanitacija -0,862 0,04980

4.4.3 Digalaktozilacija

Glikani koji nose dvije galaktoze na Fc regiji imunoglobulina G1 su pozitivno korelirani s pet
indikatora razvoja zemlje. Digalaktozilacija nije presla granicu znacajnosti za niti jedan od tri
razvojna indeksa jer su p vrijednosti za MDG 1 HDI indekse nakon korekcije na viSestruko
testiranje porasle na 0,05. Indikatori koji su znac¢ajno povezani uz ovo glikansko svojstvo su
kontrolirani porod, zastoj u rastu, kakvo¢a vode prema UN-u, sanitacija i smrtnost na poslu.
Tablica 15 prikazuje pet koreliranih svojstava s digalaktoziliranim glikopeptidima
imunoglobulina G1.

Tablica 15: Asocijacije indikatora razvoja s digalaktozilacijom imunoglobulina GI. Prikazani su korelacijski

koeficijent(r) i p vrijednosti indikatora korelivanih s digalaktozilacijom imunoglobulina G1. p vrijednosti su
korigirane na visestruko testiranje Bonferonijevom korekcijom.

Indikator razvoja | korelacijski koeficijent (r) | p vrijednost
Kontrolirani porod 0,930 0,00095
Zastoj u rastu 0,923 0,00167
Voda (UN) 0,880 0,02225
Sanitacija 0,867 0,04014
Smrtnost na poslu 0,866 0,04123
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4.5 Utjecaj biogeografskog podrijetla i zemlje na varijabilnost glikozilacije

imunoglobulina G

Budu¢i da glikozilacija Fc fragmenta imunoglobulina G pokazuje veliku varijabilnost, izraCunat
je udio biogeografske varijabilnosti, drzave u kojoj ispitanici zive, te dobi i spola u ukupnoj
varijabilnosti odredenog glikanskog svojstva kako prikazuje Tablica 16.

Tablica 16: Udio biogeografskog podrijetla, drzave, dobi i spola u varijabilnosti specificnog glikanskog svojstava.

Koristen je linearni mjesoviti model u kojem su fiksirani parametri bili dob i spol dok su nasumicni parametri bili
biogeografski polozaj i drzava (n=2658). p vrijednosti manje od 0,003 su smatrane znacajnima.

. . Biogeografsko Drzava .
Glikansko svojstvo podrijetlo podrijetla Dob Spol p vrijednost
IgG4 Sijalinizacija 0,00% 13,94% 9,59% 0,44% 9,26E-83

1gG1 - 20,48% 11,64% 3,00% 0,07% 1,80E-216
Monogalaktozilacija
1gG2 R 5,14% 10,28% 8,30% 0,07% 6,16E-106
Monogalaktozilacija
IgGl. . 8,69% 7,76% 19,78% 0,99% 1,37E-129
Agalaktozilacija
IgG1 Sijalinizacija 0,73% 7,56% 13,61% 0,60% 1,19E-60
. IgGl- " 7,88% 6,38% 23,57% 1,22% 3,12E-117
Digalaktozilacija
Ing. " 3,29% 5,87% 25,61% 0,96% 4,13E-75
Agalaktozilacija
IgGlé‘l‘c‘;KﬁaJ““ 10,15% 4,85% 18,69% 0,01% 2,68E-121
1gG4 e 10,92% 4,62% 3,21% 0,09% 1,26E-91
Monogalaktozilacija
. Ing. " 3,14% 4,61% 28,95% 1,10% 1,25E-68
Digalaktozilacija
1eG2 Rastjecajudi 5,19% 431% 13,08% 0,06% 109E-69
Agala{(gtgz“i]acija 11,72% 3,54% 15,36% 0,41% 1,86E-113
IgG2 Sijalinizacija 1,21% 3,48% 19,51% 0,51% 7,46E-35
. IgG4. . 10,66% 3,33% 15,82% 0,78% 1,16E-105
Digalaktozilacija
1eGd Bastjecajudi 2,60% 3.26% 16,90% 0,69% 8,38E-44

Linearni mjeSoviti model je pokazao kako biogeografsko podrijetlo uzoraka moze opisati do
20% varijabilnosti monogalaktozilacije imunoglobulina G1 te do 11% varijabilnosti
agalaktozilacije, monogalaktozilacije 1 digalaktozilacije imunoglobulina G4. Drzavom
podrijetla uzoraka moglo se opisati do 14% varijabilnosti sijalinizacije imunoglobulina G4 te
do 11% varijabilnosti monogalaktozilacije IgG1 1 IgG2. Iako u manjem udjelu, biogeografsko
podrijetlo 1 drzava znacajno su pridonosili varijabilnosti sijalinizacije i rasijecaju¢eg GlcNAc-

a na svim podklasama protutijela.
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4.6 Usporedba razli¢itih populacija izuzetih u istom klinickom centru

Kako bi otklonili moguénost da su potencijalne razlike koje uofene medu populacijama
posljedica uzorkovanja, skladistenja i rukovanja uzorcima u razli¢itim centrima, usporedene su
tri etnicki razli¢ite populacije podrijetlom iz Jamajke, Engleske i Indije koje su skupljene u
istome medicinskom centru u Velikoj Britaniji. Slika 14 prikazuje usporedbu udjela deriviranih

glikanskih svojstava u ove tri populacije.
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Slika 14: Razlike u udjelima pojedinih glikanskih grupa u tri populacije izuzete u istom klinickom centru (n=389).
Crveni plotovi predstavijaju populaciju Engleske, zeleni populaciju Indije, a plavi populaciju Jamaike. Razlike su
vizualizirane kao dijagrami pravokutnika (engl. box plot), gdje svaki pravokutni predstavlja raspon od 25. do 75.
percentila. Linija unutar pravokutnika predstavlja medijan. Vanjske linije predstavljaju raspon do najvise, odnosno

najnize vrijednosti unutar 1.5 interkvartilnog raspona (IOR, razlika izmedu treceg i prvog kvartila). Strsece vrijednosti
(engl. outliers) naznacene su krugovima. Slika je napravljena u programskom jeziku R verzija 3.0.1.

Za 11 od 15 analiziranih glikanskih svojstava postoje statisti¢ki znacajne razlike, dok u Cetiri

svojstva ne postoji znacajna razliku medu ovim populacijama. Svojstva u kojima nema
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znacajnih razlika su digalaktozilacija IgG1 te digalaktozilacija, agalaktozilacija i sijalinizacija
IgG2.
Tablica 17: Usporedba populacija Jamajke, Indije i Engleske. Prikazane p vrijednosti su korigirane na visestruko

testiranje Bonferonijevom korekcijom. Populacija Engleske je koristena kao referentna tocka nije prikazana u
tablici. Efekti prikazuju razlike srednjih vrijednosti populacija Jamajke i Indije u odnosu na populaciju Engleske.

Glikansko svojstvo anflzl;lt(a Efekt Indija | p vrijednost
IgG1 Agalaktozilacija 0.030666 0.339381 4.12E-02
IgG1 Digalaktozilacija -0.08099 -0.14151 6.22E-01

IgG1 Monogalaktozilacija -0.52142 -0.54675 1.40E-04
IgG1 Rasijecajuci GlcNAc -0.74712 0.210563 1.76E-11

IgG1 Sijalinizacija 0.512444 -0.04679 1.33E-04
IgG2 Agalaktozilacija -0.01475 0.110446 6.22E-01
IgG2 Digalaktozilacija -0.12881 0.030097 5.65E-01

IgG2 Monogalaktozilacija -0.17418 -0.3754 4.12E-02
IgG2 Rasijecajuci GlcNAc -0.54433 0.232677 3.68E-07

IgG2 Sijalinizacija 0.245579 0.035563 2.24E-01
IgG4 Agalaktozilacija -0.9878 -0.08391 1.43E-13
IgG4 Digalaktozilacija 1.05981 0.108185 1.85E-15

IgG4 Monogalaktozilacija 0.72002 0.070925 5.27E-07
IgG4 Rasijecajuci GlcNAc -0.73363 -0.18345 1.28E-06
IgG4 Sijalinizacija 0.679897 0.015028 6.13E-07
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S Rasprava

Vec¢ina plazmatskih proteina je glikozilirana, a mnogi bioloski procesi su regulirani
glikozilacijom.” Pravilna glikozilaciju utje¢e na funkciju i poluZivot proteina, a njene promjene
dokazane su u mnogim patoloskim i fizioloskim stanjima organizma.?? No, iako je vaznost
glikozilacije proteina neupitna, jo$ uvijek postoji velik broj neodgovorenih pitanja u ovome
podrucju. Upravo zbog toga, glikobiologija je brzo rastu¢e polje znanosti. Potrebno je
provodenje studija na velikom broju ispitanika, kakve se provode u genomici i proteomici, kako
bi se opseznije mogla shvatiti uloga i varijabilnost ove proteinske modifikacije kod ljudi.!**!1%
Velike studije zahtijevaju 1 primjenu visokoprotocnih metoda, koje omogucavaju osjetljivu,
robusnu 1 pouzdanu analizu. Takav tip opsezne analize glikoma pojedinacnog proteina ili
ukupnih proteina plazme, na velikom broju ispitanika, jo$ uvijek nije proveden. Razlog tome
krije se u strukturalnoj kompleksnosti glikana popracenoj tehnickim zaprekama, poput
osjetljivosti trenutno dostupne opreme te kompliciranih i dugotrajnih analitiCkih postupaka koji
joj prethode. Takoder, alati dostupni za analizu viSedimenzionalnih glikanskih podataka, koji

mogu procesirati, anotirati i spremati prikupljene informacije tek se po¢inju razvijati.'*’

Zbog vaznosti glikozilacije za funkciju imunoglobulina G ovakva velika studija bila je potrebna
kako bi se odredila njena varijabilnost u razli¢itim populacijama. Studije na ve¢em broju
uzoraka su potrebne da se zbog malog broja uzoraka ne bi dolazilo do nasumicnih, a time
ponekad i pogresnih rezultata i zakljucaka. Takoder, ako se zeli dobiti informacija o
glikozilaciji nekog proteina na globalnoj razini, kao $to je u ovom slu¢aju imunoglobulin G,
potrebno je analizirati uzorke iz razlicitih dijelova svijeta 1 ukljuciti ¢im vise razlicitih etnickih
skupina ljudi. Do sada su provedene analize ukupnog glikoma plazme na nekoliko tisuca
ispitanika razli¢itim dostupnim metodama (HILIC-UPLC-FLR, MALDI-TOF, CGE-LIF) i
glikoma imunoglobulina G (HILIC-UPLC, MALDI-TOF)!*!"!42_ no glikopeptidi Fc fragmenta
specifi¢ni za podklasu imunoglobulina u op¢oj populaciji zdravih ljudi do sada nisu mjereni u
ovako velikom broju. Ovo istrazivanje prikazuje analizu glikoma Fc fragmenta imunoglobulina
G, mjereno zasebno za svaku njegovu podklasu (IgG1-IgG4), kako bi se dobio uvid u mjesno

specificnu glikozilaciju. Opisana analiza je provedena za 2579 zdravih ljudi, ¢iji uzorci potje€u

1z 24 razlicite etniCke skupine iz 14 razli¢itih drzava koje se nalaze u Europi, Aziji 1 Africi.

Prije tumacenja dobivenih rezultata potrebno je ukazati na specifi¢nosti koriStene analiticke
metode. Budu¢i da se radi o glikopeptidima Fc fragmenta imunoglobulina G, informacija o

glikozilaciji Fab fragmenta nije dostupna i zato se glikozilacija protutijela ne moze procijeniti
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u potpunosti. Zatim, kao S§to je ve¢ spomenuto, jedina podklasa koja se sama odvaja tijekom
kromatografije je IgG1. IgG3 u bjelackoj populaciji ima jednak aminokiselinski sastav kao i
IgG2, a u azijskim i africkim populacijama kao IgG4. Zbog toga se, ovisno o analiziranoj
populaciji, imunoglobulin G3 ne moze kromatografski razdvojiti od podklasa IgG2 ili 1gG4,
Sto onemogucuje donoSenje zasebnih zakljuCaka o navedenim podklasama. Nadalje,
spektrometrijom masa ne mogu se razlikovati strukturni izomeri, $to znaci da se glikopeptidi
koji sadrzavaju razlicite heksozne Sec€erne ostatke (manozne, glukozne ili galaktozne) razli¢ito
anotiraju, ovisno sadrze li manozu ili galaktozu, na temelju sastava 1 struktura glikana poznatih
iz literature. Takoder, budu¢i da nije provedena fragmentacija u negativnome nacinu rada, koja
uzrokuje pucanje Secernih prstenova, literatura je jedini izvor informacija o vezama izmedu
monosaharida. Kona¢no, metodologija koriStena u ovom istrazivanju onemogucéava usporedbu
omjera glikopeptida medu podklasama, zbog razliCitog ionizacijskog odgovora peptidne
okosnice, medutim moze se pretpostaviti da su relativni omjeri glikopeptida unutar pojedinacne

podklase stalni.'*

61



5.1 Varijabilnost glikozilacije Fc fragmenta imunoglobulina G

Glikozilacija protutijela mijenja se u razli¢itim fizioloSkim i patoloskim stanjima, a takoder je
poznato kako se mijenja i u op¢oj populaciji zdravih ljudi. Takva varijabilnost je posljedica
kombinacije genskih razlika medu pojedincima i okoliSnih faktora, koji uz veliki broj gena i
ostalih ¢imbenika ukljucenih u kompleksnu regulaciju glikozilacije ¢ine ovaj proces dodatno
slozenim.'"*! Utjecaj razli¢itih okoli§nih ¢imbenika i ponasanja ispitanika, poput pusenja i
konzumacije alkohola, na promjenu glikanskih struktura opisan je u dosadasnjim
istrazivanjima, no njihov glavni nedostatak je relativno mali broj ispitanika na kojima su
provedena.! Iako se mnogo zna o varijabilnosti glikana u opéim populacijama zdravih ljudi,
Sire istrazivanje na vecem broju ispitanika do sada nije bilo napravljeno. Ovo istrazivanje
prikazuje analizu varijabilnosti glikozilacije Fc fragmenta imunoglobulina G ispitanika iz 14

razli¢itih zemalja i 24 razlicite etnicke skupine.

Ova studija je pokazala vecu varijabilnost glikozilacije IgG-a u usporedbi s ukupnim proteinima
plazme, $to se podudara s dosada$njim istrazivanjima ukupnog glikoma IgG-a.!** Veéina ove
varijabilnosti potjeCe od deriviranih glikanskih svojstava koja opisuju galaktozilaciju.
Primjerice, razina glikana G2NS (dvije galaktoze, rasijecaju¢i GIcNAc i sijalinska kiselina) kod
podklase IgG4 ima maksimalnu vrijednost vise od 400 puta vecu od minimalne vrijednosti. Za
razliku od IgG Fc glikoma, glikom ukupnih proteina plazme pokazuje varijabilnost od samo

6%.*

Galaktozilacija imunoglobulina G je jedno od najvise analiziranih glikanskih svojstava. Otkada
je otkrivena njegova povezanost s reumatoidnim artritisom, ovo glikansko svojstvo je
analizirano u mnogim studijama.'%!!1:11414 Naime, razina galaktoziliranih glikanskih strukura
vezanih na IgG znacajno se smanjuje kod navedene autoimune bolesti. U ovom istrazivanju
udio agalaktoziliranih struktura u svim podklasama IgG-a je bio malo nizi od 40%, S$to je u
skladu s dosadasnjim istrazivanjima na glikomu ovog proteina, no zamjetno povecanje u
odnosu na ocekivanu vrijednost za Fc glikopeptide. Agalaktozilacija se pokazala
najvarijabilnijim svojstvom od svih deriviranih glikanskih svojstava. Njen interkvartilni raspon
iznosio je 13% za podklasu IgG1, §to je priblizno jednako varijabilnosti agalaktozilacije cijelog
IgG-a. Za razliku od podklase IgG1, agalaktozilacija podklase 1gG4 pokazuje interkvartilni
raspon od cak 17%. Budu¢i da ova podklasa IgG-a pokazuje najniZze signale, veca
eksperimentalna greska moze uzrokovati povecanu varijabilnost glikanskih svojstava.

Varijabilnost agalaktozilacije unutar pojedinih populacija je poprilicno razlicita medu
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analiziranim uzorcima. I u ovom slu€aju IgG1 je imao najnizi interkvartilni raspon od 8% 1 to
u sluéaju ispitanika iz Svedske, dok IgG4 pokazuje najveéi interkvartilni raspon od ¢ak 20% u

populaciji Jakuta.

Udio monogalaktoziliranih glikopeptida u glikomu svih populacija iznosi oko 36% te je poput
agalaktozilacije, i monogalaktozilacija potvrdila prethodne podatke kako za cijeli IgG tako 1 za
Fc fragment. Varijabilnost ovog deriviranog glikanskog svojstva za podklase IgG1 i1 IgG2 je
ista kao i1 kod N-glikoma ¢itavog IgG-a, gdje je interkvartilni raspon iznosio 4%, dok je za

podklasu IgGG4 bio nesto visi, oko 6%.

Za razliku od agalaktozilacije 1 monogalaktozilacije, udio digalaktoziliranih struktura u
glikomu Fc fragmenta je iznosio do 15% za razlicite podklase IgG-a, $to je priblizno 5% manje
u odnosu na N-glikom ¢itavog imunoglobulina G i oko 10% manje od do sada objavljenih

vrijednosti udjela digalaktoziliranih struktura u N-glikomu Fc fragmenta.!4>-146

Poznato je kako se ovakva velika varijabilnost galaktozilacije moze se opisati pomoc¢u dobi
ispitanika, jer se do 25% varijabilnosti agalaktozilacije i 29% varijabilnosti digalaktozilacije
imunoglobulina G2 moZe objasniti bioloSkom staro$¢u ispitanika. No, osim dobi,
biogeografsko podrijetlo ispitanika takoder moze opisati veliki udio varijabilnosti
galaktozilacije. Kod imunoglobulina G1 20% varijabilnosti monogalaktoziliranih glikana se
moze opisati biogeografskim podrijetlom, dok sama drzava podrijetla uzoraka moze opisati do
12% varijacije monogalaktozilacije IgGl 1 IgG2. Sli€no, do 12% galaktozilacije
imunoglobulina G4 moze biti opisano biogeografskim podrijetlom. Ove spoznaje upucuju da
su ova dva faktora, nakon dobi ispitanika, drugi najve¢i uzrocnici velike varijabilnosti

galaktozilacije medu populacijama zdravih ljudi.

Sijalinizacija i rasijecaju¢i GIcNAc u ovom istrazivanju prate do sada objavljene trendove za
glikom ¢&itavog IgG-a.> Prema ranijim studijama oko 10% glikana Fc fragmenta zavriava
sijalinskom kiselinom, dok sijalinizacija u glikomu ¢itavog IgG-a iznosi oko 20%, buduci da je
veéina sijaliniziranih glikana vezana na Fab regiju.!!' Sijalinizacija je u analiziranim
populacijama prosjecno iznosila oko 12%, i to za sve tri podklase IgG-a, $to je blagi porast u
odnosu na oc¢ekivanja iz literature. Ovo povecanje sijalinizacije Fc fragmenta moglo bi biti
uzrokovano modifikacijama pripreme 1 analize uzoraka, koje su rezultirale smanjenom

hidrolizom sijalinskih kiselina s analiziranih glikana.
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Varijabilnost sijalinizacije u ispitanim populacijama je bila relativno niska. Njezin interkvartilni
raspon u svim populacijama iznosio je 5% za podklase IgG1 i IgG2, dok je za podklasu IgG4
iznosio oko 8%. Ocekivano, unutar pojedine populacije, interkvartilni rasponi sijalinizacije svih
podklasa su nesto manji 1 ne prelaze 6% za podklase IgG1 1 IgG2, dok nasuprot tome, kod
ispitanika iz Italije za podklasu IgG4 iznosi ¢ak 9%. OpaZena manja varijabilnost sijalinizacije
vjerojatno je uzrokovana Cinjenicom da samo manji dio glikana s Fc fragmenta ima vezanu
sijalinsku kiselinu. Takoder, biogeografsko podrijetlo ispitanika pokazuje jako mali, iako
znacajan, utjecaj na varijabilnost sijalinizacije - tek oko 1%, dok pripadnost odredenoj

populaciji moZe opisivati i do 14% varijacije ovog glikanskog svojstva.

Udio rasijecaju¢eg GlcNAc-a iznosi oko 13%, za sve populacije ispitanika 1 podklase IgG-a.
Takoder, ovo glikansko svojstvo ima najmanju varijabilnost od svih ispitanih glikanskih
svojstava, kako za sve, tako 1 unutar pojedinih populacija. Najmanji interkvartilni raspon udjela
rasijecajuceg GlcNAc-a pokazuje podklasa IgG2 1 to samo 3%, dok podklase IgG1 i1 [gG4 imaju
interkvartilni raspon oko 5%. lako ovo svojstvo ne pokazuje veliku varijabilnost, zanimljivo je
kako ¢ak do 10% njegove varijacije moze biti objasnjeno biogeografskim podrijetlom

ispitanika, dok 5% moZe biti opisano drZavom iz koje potjecu uzorci.

Veliki utjecaj biogeografskog podrijetla ispitanika na glikozilaciju imunoglobulina G ne
iznenaduje. Bududi da je ¢ak do 50% varijabilnosti glikozilacije proteina genski uvjetovano,
tako ¢e se na glikozilaciju odraziti i razlike u genskom sastavu pojedinih populacija, pri cemu

----- 2,147
No, budu¢i da osim genskih razlika postoje 1 razlike u kulturi, ekonomiji, obrazovanju i mnogim
drugim ¢imbenicima, jasno je kako i okoli§ ima snazan utjecaj na varijabilnost ove proteinske

modifikacije.
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5.2 Razina galaktozilacije prati trend razvoja odredene zemlje.

U ovom istrazivanju ponovno su potvrdena saznanja iz dostupne literature koja opisuju
promjene galaktozilacije sa staro$éu ispitanika.!®!*¥1% No, nedavno je pokazano kako se
galaktozilacija N-glikana Fc fragmenta IgG-a, osim s dobi ispitanika, mijenja i ovisno o zemlji
podrijetla analiziranih uzroka. Isti takav trend je demonstriran i u ovom istrazivanju. Pokazano
je kako ispitanici iz zemalja s nizim stupnjem razvoja pokazuju nizi stupanj galaktozilacije IgG-

a, dok ispitanici iz razvijenijih zemalja pokazuju veéu razinu galaktozilacije IgG-a.!*

Kako bi se objasnilo uocCeno kretanje promjena galaktozilacije, ovisno o stupnju razvoja
odredene zemlje, nakon korekcije dobivenih podataka na dob i spol ispitanika, analizirana je
povezanost glikozilacije 1 ljudskog razvojnog indeksa (HDI). Rezultati analize ukazuju na
pozitivnu korelaciju monogalaktozilacije Fc fragmenta imunoglobulina G s navedenim
indeksom razvoja. HDI indeks pokazao je znacajnu povezanost s agalaktozilacijom i
monogalaktozilacijom podklase IgG1 te s monogalaktozilacijom podklase IgG2, §to ukazuje da
osim genskih ¢imbenika, na galaktozilaciju Fc fragmenta IgG-a jako utjecu i okoli$ni ¢imbenici
predstavljeni ovim indeksom. HDI indeks predstavlja ukupnu mjeru razvijenosti odredene
zemlje 1 kao takav se sastoji od tri skupine indikatora razvoja koji se dijele na kvalitetu
obrazovanja, BDP i kvalitetu zdravlja ljudi, od kojih su svi tri korelirani s galaktozilacijom.
Osim samog HDI indeksa, mnogi drugi indikatori razvoja takoder su pokazali korelaciju s
galaktozilacijom imunoglobulina G, iz ¢ega je vidljivo kako se razliCiti aspekti kvalitete zivota

ljudi reflektiraju na galaktozilaciju ovog protutijela.

1z svega navedenog jasno je kako nema jedinstvenog odgovora koji bi opisao utjecaj okoliSa na
glikozilaciju protutijela, cemu u prilog ide ¢injenica da od ukupno 45 razlicitih analiziranih
indikatora, njih ¢ak 22 pokazuje znacajnu povezanost s glikozilacijom imunoglobulina G.
Premda je utjecaj razvijenosti zdravstvenog sustava na zdravlje, pa tako i na glikozilaciju
imunoglobulina G relativno lagano objasniti, kvaliteta obrazovanja i BDP takoder mogu

neizravno utjecati na zdravlje ljudi, ¢ime ova mreZa interakcija postaje jo§ zamr3enija.'*

5.2.1 Galaktozilacija imunoglobulina G odraZava zdravlje ispitanika u odredenoj zemlji

Kao sto je ve¢ spomenuto, glikozilacija imunoglobulina G je povezana s mnogim bolestima 1
fizioloskim stanjima. Najc¢eS¢e je analizirana povezanost galaktozilacije 1 upalnih bolesti,
odnosno upalnog odgovora.'>® Osim bolesti, mnogi vanjski ¢imbenici koji dokazano utje¢u na

zdravlje ispitanika, poput pusenja i uzimanja alkohola, takoder utjeCu na i1 promjene u
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galaktozilaciji imunoglobulina G. Takoder, indeks tjelesne mase 1 mnogi drugi ¢imbenici su
povezani s ovim glikanskim svojstvom. Zbog toga nije iznenadujuca povezanost indikatora

vezanih uz zdravlje ispitanika i razine galaktozilacije ovog protutijela.'*°

Prema literaturi, koncentracija imunoglobulina G u krvnoj plazmi ovisi o biogeografskom
podrijetlu uzoraka. Naime, usporedba razina IgG-a u plazmi pokazuje kako u bjelackoj
populaciji postoji znacajno niza razina IgG-a nego u afro-karibijanskoj, arapskoj, indijskoj i
kineskoj populaciji.!®! Takve spoznaje dovode do hipoteze da ljudi podrijetlom iz tropskih
podrucja imaju povecanu predispoziciju za proupalni imunoloSki odgovor. Sli¢no tome,
rezultati ovog istrazivanja pokazuju smanjenje galaktozilacije u zemljama ovakvog
biogeografskog okruzenja. U literaturi su takoder uocene razlike izmedu razvijenih i
nerazvijenih zemalja vezano uz serumske koncentracije CRP-a. Naime, u nerazvijenim
zemljama primije¢ena je povecana razina CRP-a, §to je objasnjeno povec¢anom incidencijom
parazitskih infekcija i aktivacijom imunoloSkog sustava. Takoder je, unutar pojedine zemlje,

pokazana sli¢na povezanost galaktozilacije i stupnja urbanizacije nekog podrucja. !%2

Ova studija ukazuje kako je utjecaj kvalitete zdravstvene zastite i zdravlja na glikozilaciju
vidljiv iz njene povezanosti s indikatorima razvoja, koji su odraz dostupnosti brojnih
zdravstvenih usluga. Naime, od ukupno 22 indikatora koji su pokazali znacajnu korelaciju s
galaktozilacijom imunoglobulina G, njih 19 je vezano uz zdravlje i kvalitetu zdravstvenog
sustava odredene zemlje. Primjeri navedenih indikatora su kontrolirani porod, smrtnost prije
pete godine Zivota, prezivljavanje rodilje pri porodu i ucestalost infekcija hepatitisom B, a
najveci efekt pokazuju kvaliteta zdravstvenog sustava, smrtnost na poslu i zastoj u rastu. Osim
s prethodno opisanim, galaktozilacija IgG-a je takoder povezana i s indikatorima koji ne opisuju
izravno kvalitetu zdravstvenog sustava, ali su bitni za ljudsko zdravlje, zbog utjecaja cimbenika
koje opisuju na kvalitetu zivota. To su, primjerice, dostupnost pitke vode, napredna sanitacija,
higijena te kvaliteta zraka. Navedeni indikatori potencijalno upucuju na mogucnost povecane
izlozenosti odredene populacije patogenima i alergenima, $to posljedi¢no dovodi do aktivacije

imunoloskog sustava, a time i imunoglobulina G.

Poznata literatura osim povezanosti galaktozilacije s dobi ispitanika, §to je u ovom istrazivanju
potvrdeno, povezuje ovo glikansko svojstvo s upalom u razli¢itim bolestima. Prema tome,
osobe poput sportasa, koji potencijalno imaju povecanu upalu zbog velikih fizickih napora,

imaju razinu galaktozilacije kao starije osobe. Sli¢nu sliku pokazuju stanovnici zemalja koji
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imaju losije indekse razvoja i indikatore vezane uz zdravlje gradana gdje oc¢ekivana zivotna dob

muskaraca i zena korelira s monogalaktozilacijom IgGl1.

Prema svemu navedenom, iz ovih rezultata moze se pretpostaviti kako stanovnici zemalja s
nizim indikatorima razvoja imaju smanjenu galaktozilaciju imunoglobulina G zbog vece
sklonosti upalnom odgovoru i ubrzanijem starenju, koji su posljedica negativnog utjecaja

okoli$nih ¢imbenika na njihovo zdravlje.
5.2.2 Galaktozilacija imunoglobulina G uvjetovana je socioekonomskim statusom

Osim faktora vezanih uz zdravstveni sustav i1 zdravlje, 1 drugi okoli$ni ¢imbenici mogu utjecati
na promjene galaktozilacije. Iako u prijasnjim istrazivanjima nije pokazana povezanost
obrazovanja roditelja s galaktozilacijom imunoglobulina G1 potomaka, ovo istrazivanje
pokazalo je jaku povezanost razine galaktozilacije i kvalitete obrazovanja ljudi.'** Osim
obrazovnog sustava, ocCekivana zivotna dob ispitanika i BDP takoder pozitivno koreliraju s
monogalaktozilacijom IgG1, ¢ime su sva tri krovna indikatora koji ¢ine HDI indeks korelirana
s glikozilacijom imunoglobulina G. Iako na prvi pogled veza glikozilacije protutijela s BDP-
om i obrazovnim sustavom nije logi¢na, utjecaj ova dva indikatora razvoja na zdravlje ljudi je
neupitan.'>® Ova tri parametra medusobno su jako povezana, $to pokazuju i socioekonomske
studije. Mnogo faktora djeluje medusobno i utjece na zdravlje pojedinaca i drustva. Hoce li
ljudi biti zdravi ili bolesni uvjetovano je mnogim okolnostima i okoliSem. Faktori poput
zivotnog okruzenja, genetike, prihoda, obrazovanja i meduljudskih odnosa znacajno utjecu na
zdravlje.!>® BDP i obrazovanje definiraju socioekonomski status ljudi koji se neminovno
reflektira na zdravlje 1 povezan je s mnogim bolestima poput koronarnih bolesti, shizofrenije i
reumatoidnog artritisa. Ove bolesti mogu biti posljedica radnog i zivotnog okruzenja u kojem
se ljudi nalaze. No, iako su veze izmedu obrazovanja, BDP-a i zdravstva jasne, mehanizmi koji

se skrivaju iza njih jo$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni.'>*!5

U ovom istrazivanju je na viSe populacija izmjerena razina glikana Fc fragmenta
imunoglobulina G specifi¢no za podklasu proteina. Pokazana je varijabilnost unutar i izmedu
pojedinih populacija, ¢ime je kreirana velika koli¢ina informacija koje mogu dati uvid o
specificnim glikanskim profilima imunoglobulina G u razli¢itim drzavama, §to je potencijalno
bitno kod razvoja dijagnostickih testova temeljenih na promjenama glikozilacije

imunoglobulina G.
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Takoder, iz ovih saznanja moze se uociti jaki utjecaj okoliSa na zdravlje ljudi, Sto pak ovisi o
velikom broju medusobno povezanih ¢imbenika, koji su izravno ili neizravno povezani sa
samim zdravljem i zdravstvenim sustavom. Zdravstveno stanje osobe se ocituje na
glikozilacijskom profilu Fc fragmenta imunoglobulina G, §to ga ¢ini dobrim markerom stanja
organizma. Upravo zato, glikozilacija moze biti korisno orude za mjerenje odraza utjecaja
velikog broja okolisnih ¢imbenika na kvalitetu zdravlja, a time i ukupnog Zivota medu

stanovnicima razli¢itih drzava.
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6 Zaklju&ci

e U ovom istrazivanju analizirana je glikozilacija Fc fragmenta specificna za podklasu
imunoglobulina G u 24 razli¢ite populacije iz cijeloga svijeta. Odredeni su N-glikanski
profili i varijabilnost ove proteinske modifikacije na globalnoj razini, $to moze biti
korisno kod dizajniranja budu¢ih glikomskih studija i razvoja potencijalnih testova koji

mjere razlike u glikozilaciji imunoglobulina G.

e Varijabilnost svih deriviranih glikanskih svojstava Fc fragmenta imunoglobulina G
veoma je slicna varijabilnosti glikozilacije Citavog protutijela, od ¢ega najviSe odstupa

agalaktozilacija IgG4, koji ima interkvartilni raspon ovog glikanskog svojstva od 16%.

e Osim dobi i spola ispitanika, biogeografsko podrijetlo te drzava iz koje potjecu takoder
pokazuju veliki utjecaj na varijabilnost glikozilacije Fc fragmenta imunoglobulina G.
Naime, biogeografsko podrijetlo moze opisati do 21%  varijabilnosti
monogalaktozilacije imunoglobulina G1, dok drzava podrijetla ispitanika opisuje do

14% varijabilnosti sijalinizacije imunoglobulina G4.

e Razina galaktoziliranih glikana Fc regije imunoglobulina G prati razinu razvijenosti
odredene zemlje. Naime, ispitanici iz razvijenijih zemalja karakterizirani su viSom
razinom galaktozilacije IgG-a, dok su ispitanici iz manje razvijenih zemalja pokazali

nizu razinu ovog glikanskog svojstva.
e Indikatori razvijenosti odredene zemlje, koji opisuju kvalitetu razli¢itih ¢imbenika,
poput kvalitete zdravstvenog sustava, obrazovanja i bruto domaceg proizvoda korelirani

su s razinom galaktozilacije imunoglobulina G.

e (Galaktozilacija moze biti koristan alat za mjerenje odraza utjecaja velikog broja genskih

1 okoli$nih ¢imbenika na kvalitetu zdravlja i zivota medu stanovnicima razli¢itih drzava.
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8 Popis kratica

2-AB 2-aminobenzamid

2-PB 2-pikolin boran

ADCC stanicna citotoksi¢nost ovisna o antitijelima (eng. antibody-dependent cellmediated
cytotoxicity)

CDG nasljedni poremecaji glikozilacije (eng. congenital disorders of glycosylation)
CGE kapilarna gel-elektroforeza (eng. capillary gel electrophoresis)

CV koeficijent varijacije (eng. coefficient of variation)

Dol-P dolikol fosfat

Dol-P-P dolikol pirofosfat

DTT ditiotreitol

ER endoplazmatski retikulum

EU jedinica emisije (eng. emission unit)

Fab fragment koji veze antigen (eng. fragment antigen binding)

Fc fragment koji kristalizira (eng. fragment crystallizable)

GDP gvanozin-5'-difosfat

GK Golgijev kompleks

GP glikanski pik

GPI glikozilfosfatidilinozitolno sidro

GU jedinica glukoze (eng. glucose unit)

GuHCI gvanidin hidroklorid
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GWAS cijelogenomske asocijacijske studije (eng. genome-wide association studies)
IAA jodoacetamid

IL interleukin

HILIC teku¢inska kromatografija koja se temelji na hidrofilnim interakcijama (eng.
hydrophilic interaction liquid chromatography)

IgG imunoglobulin G

LC tekucinska kromatografija (eng. liquid chromatography)

MALDI matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (eng. matrixassisted
laser desorption/ionization)

MBL manoza-vezuju¢i lektin (eng. mannose-binding lectin)

MS spektrometrija masa (eng. mass spectrometry)

OST oligosaharil-transferaza

PBS fosfatni pufer (eng. phosphate buffered saline)

PNGaza F peptidil-N-glikozidaza F

PVDF poliviniliden fluorid

SD standardna devijacija

SDS natrijev dodecil-sulfat (eng. sodium dodecyl sulphate)

SPE ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase extraction)

TCEP tris(2-karboksietil) fosfin

TEAB trietilamonijev bikarbonat

TNF faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor)
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Tris tris(hidroksimetil)aminometan
UDP uridin-5'-difosfat
UPLC teku¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (eng. ultra performance

liquid chromatography)
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