N-glikom i genom u razumijevanju secerne bolesti
tipa l

Rudman, Najda

Doctoral thesis / Disertacija
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:354418

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:354418
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2460
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2460

Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Najda Rudman

N-GLIKOM | GENOM U RAZUMIJEVANJU
SECERNE BOLESTITIPA 1

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2022.



Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Najda Rudman

N-GLIKOM | GENOM U RAZUMIJEVANJU
SECERNE BOLESTITIPA 1

DOKTORSKI RAD

Mentor:

prof. dr. sc. Olga Gornik Kljai¢

Zagreb, 2022.



Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Najda Rudman

N-GLYCOME AND GENOME IN
COMPREHENSION OF TYPE 1 DIABETES

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisor:
Prof Olga Gornik Kljai¢, PhD

Zagreb, 2022.



INFORMACIJE O MENTORU

Doktorski rad je predan na ocjenu Fakultetskom vijecu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu radi stjecanja akademskog stupnja doktora znanosti iz podrucja

biomedicine i zdravstva, polje farmacija, grana medicinska biokemija.

Rad je izraden pod mentorstvom prof. dr. sc. Olge Gornik Kljai¢, na Zavodu za biokemiju i
molekularnu biologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u suradnji
s dijabetoloskim centrima u Danskoj (Steno Diabetes Center Copenhagen, Copenhagen
Diabetes Research Center) i Australiji (Centre for Diabetes Research, Harry Perkins Institute
for Medical Research) te Sveucilistem u Kopenhagenu (Faculty of Health and Medical
Sciences, University of Copenhagen) i Sveucilistem u Melbourneu, u sklopu doktorskog studija
,Farmaceutsko-biokemijske znanosti“ Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu. Rad je financiran projektom Hrvatske zaklade za znanost (UIP-2014-09-7769).



ZAHVALE

Najljepse se zahvaljujem svojoj dragoj mentorici, prof. dr. sc. Olgi Gornik Kljai¢. Draga Olga,
hvala ti Sto sam dobila priliku svoju znanstvenu karijeru graditi uz tebe, nisam mogla pozeljeti
bolju mentoricu! Hvala ti Sto si osoba koja otvorenog uma i srca radi ovaj posao te svoj
optimizam i strast prema znanosti prenosi na sve oko sebe! Hvala ti sto si uvijek bila dostupna!

Hvala #i sto vodis, ali wjedno i hodas uz ljude koje vodis!

Najljepse se zahvaljujem prof. dr. sc. Gordanu Laucu na cjelokupnoj suradnji, na vjerovanju

te na pruzenoj podrsci i prilikama zbog kojih sam danas tu gdje jesam.

Najljepse se zahvaljujem svim svojim dragim kolegama sa Zavoda za biokemiju i molekularnu
biologiju. Draga Jerka, Sanja, Sandra, Gordana i dragi Rajko hvala vam na bezbroj divnih
druzenja, na obiteljskoj atmosferi, na tome sto sada znam Sto znaci ne raditi niti jedan dan u

Zivotu kada imas priliku raditi ono Sto volis i tamo gdje volis. Hvala vam dragi moje kolege!

Najljepse se zahvaljujem Tamari, Tomi, Domagoju, Ani, Marku, lvoni, Dinku, Mateju i
Branimiru Sto su uz mene bili na ovom putovanju i sto su sa mnom popili bezbroj bitnih kava i
razglabali o bezbroj nebitnih situacija. Tamara i Toma, hvala vam $to ste me uveli u ovo
podrudje, uz vas se nikad nisam osjecala kao netko novi ili u nepoznatom podrucju, hvala vam

Sto ste kao i Olga otvorenog uma i srca!

Najljepse se zahvaljujem svim svojim dragim kolegama iz Genosa na prijateljskoj i

profesionalnoj suradnji, sto sam mogla uciti od vas te uz vas.

Najljepse se zahvaljujem prof. dr. sc. Igoru Rudanu sto me rasirenih ruku primio u svoj tim na
Sveuucilistu u Edinburghu. Hvala Vam na prijateljstvu i profesionalnim savjetima! Hvala
Luciji koja mi je otvorila vrata raznih instituta Sveucilista u Edinburghu. Draga Lucija, hvala
Sto si me ucila programiranju, a nakon obavljenog posla planinarenju, penjanju po stijenama

i gdje se pije najbolja kava u Edinburghu! Svaki tim bi trebao imati jednu Luciju!

Dear Simran, Professor Morahan and Professor Pociot, thank you for the very successful

collaboration! This has been a wonderful journey!



Hvala mojim roditeljima na beskrajnoj potpori i ljubavi. Hvala sto ste me uvijek ucili da se trud
isplati, uz vas je i nemoguce uvijek bilo moguce. Hvala mojim sestrama na Zzivotnim
raspravama, vi ste mi bile najbolja priprema za ovo putovanje te najdrazi suputnici (uz Maria
i Luku ;d).

Na kraju, neizmjerno hvala mom suprugu Mariu i mom sinu Luki, vi me uvijek podsjetite koliko

vrijedim i s vama je moguce i¢i samo prema naprijed.

Vasa Najda



SAZETAK

Seéerna bolest tipa 1 je kroni¢na autoimuna bolest ¢iji uzrok nastanka jos uvijek nije razjasnjen.
N-glikozilacija proteina plazme povezana je s komplikacijama Secerne bolesti tipa 1, dok je
uloga ove ko- i post-translacijske modifikacije proteina u nastanku same bolesti neistrazena. S
razvojem Secerne bolesti tipa 1 do sada je povezano vise od 50 gena, medu kojima Su i
glikoziltransferazni geni. Glavni ciljevi ovog istrazivanja su identifikacija N-glikana ukupnih
proteina plazme i 1gG-a karakteristi¢nih za ranu fazu Secerne bolesti tipa 1 te identifikacija gena
kojima su N-glikani ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a djece i adolescenata sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 regulirani. Istrazivanje je ukljucilo 1917 djece i adolescenata (0,6 — 19,1 godina)
Ciji su uzorci krvne plazme prikupljeni unutar tri mjeseca od dijagnoze Seéerne bolesti tipa 1
kroz Danski registar djecjeg i adolescentnog dijabetesa, kao i 265 zdravih srodnika. N-glikani
ukupnih proteina plazme i 1gG-a analizirani su upotrebom tekuc¢inske kromatografije, dok je
genotipizacija 1105 djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 provedena pomocu
komercijalnog ¢ipa (Immunochip, Ilumina Infinium) koji sadrzi 183 546 polimorfizama
pojedina¢nih nukleotida vaznih za razvoj bolesti posredovanih imunoloskim sustavom. Nakon
navedenih analiza provedena je genomska asocijacijska studija. Ovo istrazivanje pokazalo je
da je SeCerna bolest tipa 1 povezana S porastom oligomanoznih N-glikana i N-glikana s
ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom te padom monogalaktoziliranin N-glikana ukupnih
plazmatskih proteina i 1gG-a, kao i s porastom disijaliniziranih N-glikana 1gG-a. Modeli
temeljeni na N-glikanima ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a su pokazali jako dobru
diskriminacijsku mo¢ izmedu djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih
srodnika s AUC > 0,9. Tri prethodno identificirana N-glikozilacijska lokusa (MGAT3, MGAT5
i ST6GALL) povezana su s razinama N-glikana u ovom istrazivanju, kao i C3 lokus na
kromosomu 19 koji do sada nije bio povezan s N-glikozilacijom. C3 kodira glavni protein
sustava komplementa te su dva C3 SNP-a (sinonimni i nesinonimni) povezana s razinama Man9
glikana ukupnih plazmatskih proteina. S obzirom da se takav Man9 glikan nalazi na C3 domeni
ukljuéenoj u interakciju patogena i C3 proteina, promjene u razinama Man9 mogle bi
potencijalno interferirati s aktivacijom sustava komplementa u Se¢ernoj bolesti tipa 1. Navedena
otkri¢a pruzaju temelje za daljnja istrazivanja mehanizama koji reguliraju N-glikozilaciju u

Secernoj bolesti tipa 1.
KLJUCNE RIJECI

N-glikani, novodijagnosticirana Sec¢erna bolest tipa 1, prediktivni model, ukupni plazmatski

proteini, imunoglobulin G, genomska asocijacijska studija



SUMMARY

Introduction: Type 1 diabetes is a chronic autoimmune disease with an unrevealed cause and
is marked by a massive loss and damage of the insulin-producing pancreatic beta-cells. Number
of incident cases has been increasing at an annual rate of around 3%. Even though detection of
islet autoantibodies can uncover the disease years before clinical diagnosis, it is expensive to
continuously monitor their levels, burdensome in young children and is not adequately sensitive
nor specific in adults. Since prompt identification of type 1 diabetes can decrease morbidity and
aid prevention, development of risk assessment tools is an imperative and many trials,
initiatives and networks have been initiated with this aim. Over 50 susceptibility loci have been
associated with type 1 diabetes development; of these, the most important one is the major
histocompatibility complex. At the same time, a number of different studies also discuss the
role of environmental factors in type 1 diabetes development. The correlation of disease
incidence with geographical latitude (north-south gradient) has been reported. In addition,
differing rates of type 1 diabetes incidence in neighboring populations with the same type 1
diabetes-predisposing HLA-DQ genotype frequency have been recorded. Even though a newly
established genetic risk score demonstrated good discriminative values, additional biomarkers

that could aid the risk assessment would be of utmost importance.

Plasma proteome N-glycosylation represents a complex and a tightly regulated co- and post-
translational protein modification with different oligosaccharide residues, which impacts the
protein function in many instances. Antibodies of the 1gG isotype with sialic acid attached as
part of their N-glycans act as an anti-inflammatory agents instead of pro- inflammatory ones,
whereas the removal of core fucose increases their ability to destroy target cells through
antibody-dependent cellular cytotoxicity. It is important to stress that glycosylation should not
be confused with glycation, which represents a non-enzymatic reaction, such as described for
glycated haemoglobin. It has been demonstrated that human plasma N-glycome shows
remarkably low intra-individual differences under physiological conditions, whereas it is very
sensitive to different pathological processes. This characteristic is very important in regards to
considering N-glycans as diagnostic and prognostic markers. Diabetes classification can be
challenging since it depends upon circumstances at the time of diagnosis; e.g. islet
autoantibodies have been determined in some individuals diagnosed with type 2 diabetes. It has
been shown previously that differentiation between different diabetes types and more so
identification of individuals at an increased risk of type 2 diabetes development is possible

based on their N-glycan profiles. Also, N-glycosylation profiling may have advantages relative



to antibody testing in regards to decrease of cost, which may even be additionally decreased
upon identification of diagnostically relevant N-glycan structures.

In the course of eukaryotic protein N-glycosylation in the endoplasmic reticulum block of 14
sugars is cotranslationally relocated to specific asparagine residues, and subsequently modified
in the Golgi apparatus. The outcome of this are a myriad of modifications, e.g. branching,
galactosylation, core-fucosylation, sialylation etc. Under physiological conditions
approximately 3% of glucose is exploited in the hexosamine-biosynthesis pathway (HBP),
during which the synthesis of donor molecule for the process of N-glycosylation, uridine
diphosphate-N-acetylglucosamine (UDP-GIcNAC), takes place. The level of glycan branching
which is characteristic of glycan complexity (biantennary, triantennary, and tetraantennary
structures) is dependent upon the UDP-GLcNACc availability. Increased glucose flux through
HBP leads to increased amounts of UDP-GIcNAc and accordingly highly branched glycans.
Proportions of complex highly branched serum N-glycans have been increased in the adult type
1 diabetes patients with unregulated blood glucose. Also, increased plasma levels of mannose-
binding lectin (MBL), which initiates one of the complement pathways once bound to specific
sugar residues, have been reported for the type 1 diabetes population. Altered N-glycosylation

of various T-cell proteins has been implicated in the onset of type 1 diabetes.

Genome-wide association studies (GWASS) of plasma proteome and IgG N-glycosylation, in
addition to known glycosyltransferase loci, lead to identification of loci containing genes not
previously associated with protein glycosylation. Several of these genes (e.g. IKZF1 and
BACH2) have formerly been associated with type 1 diabetes. A glycosyltransferase gene,
FUT2, has been identified as one of the causal candidate genes in type 1 diabetes. Additionally,
MGAT5 and MGAT1 glycosyltransferase loci have been implicated in type 1 diabetes through
its impact on N-glycan branching and consequent T-cell activation. Protein glycosylation is a
complex process under regulation of a huge network of genes, many of which have still not

been identified in humans, albeit they have in a comprehensive study of mouse glycans.

Hence, the present study was undertaken to: (1) determine plasma N-glycans representative of
the type 1 diabetes onset by comparison of children with type 1 diabetes to their healthy siblings
and to N-glycan profile formerly determined in adult type 1 diabetes patients with unregulated
blood glucose, (2) determine age at diagnosis and gender associated changes of plasma N-
glycome in children and adolescents with type 1 diabetes and (3) to gain the knowledge of genes
regulating plasma and IgG N-glycosylation changes accompanying onset of type 1 diabetes.

This is the first study of plasma N-glycosylation changes at the early phase of type 1 diabetes



and first to correlate genome and N-glycome data in type 1 diabetes cases. The hypothesis of
the study was that plasma proteome and IgG N-glycosylation differs between children newly
diagnosed with type 1 diabetes and their healthy siblings and thus could contribute to the type
1 diabetes risk assessment.

Materials and methods: In the primary study plasma samples from 1,917 children and
adolescents with type 1 diabetes (median age of 10.2, age range 0.6-19.1 years) were analysed.
Samples were obtained within three months of type 1 diabetes diagnosis through the Danish
Registry of Childhood and Adolescent Diabetes (DanDiabKids). Four age categories
representing various ages at diagnosis of type 1 diabetes were defined, namely the very young
children, the pre-pubertal children, the pubertal children, and the post-pubertal children. The
study population was divided based on gender and over these four age categories. Pubertal
status was defined based on age, and different cut-offs were used for female and male
participants. Titers of autoantibodies were available for 300 study participants and comprised
titers of islet autoantibodies against arginine zinc transporter 8 (ZnT8R), tryptophan zinc
transporter 8 (ZnT8W), glutamic acid decarboxylase (GAD), and insulinoma-associated protein
2 (1A-2). Plasma samples from 244 unaffected siblings (median age of 11, age range 2-23 years)
were also obtained through the DanDiabKids registry in the follow-up family-based study,
which included in total 188 families (samples from children with type 1 diabetes were

reanalysed).

In order to separate N-glycans, hydrophilic interaction ultra-performance liquid
chromatography (HILIC-UPLC) on Waters Acquity UPLC instrument was applied. In addition
to directly measured chromatographic peaks, derived traits representing specific glycosylation
characteristics were also computed. General linear modelling was used to determine association
of N-glycan proportions with titers and number of different autoantibodies (against 1A2, GAD,
ZnT8R, ZnT8W), and with gender and age at diagnosis of type 1 diabetes. Logistic mixed
model elastic net regression was used to build a disease predictive model and a 10-fold cross
validation was used for evaluation. 183,546 single nucleotide polymorphisms (SNPs) on the
commercially available Immunochip that covers all major autoimmune diseases were
determined for 1105 study participants. In total, 177,022 markers passed the initial sample
quality control comprising sample call rate, and concordance check of recorded gender versus
genotyped one. SNPs with a genotyping call rate <95% (5% missing) and a minor allele
frequency (MAF) <5% were further removed in additional quality control checks. The genotype

quality control filtering criteria resulted in 108,428 SNPs retained in the analysis. The mean



genotyping rate in the subjects was 99%. Since disease association and population structure can
result in deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and to avoid missing the true
association signals, the SNPs were not filtered for deviations from the HWE. Commercial
human Complement C3 ELISA Kit (ab108822) was used to measure C3 absorbance on a
microplate reader at 450 nm. General linear modelling was used to test correlation between C3
and Man9. A further 455 samples of affected and unaffected children from the registry was
used to validate significant SNPs revealed in the discovery phase. Kompetitive Allele Specific
PCR (KASP™, LGC Genomics, UK) was used for genotyping of the validation cohort. Linear
modelling and additive model for SNPs was used to analyse associations between glycan
proportions and individual SNPs.

Results: This study showed that increase in the proportion of plasma and IgG high-mannose
and bisecting GICNAC structures, a decrease in monogalactosylation, and an increase in IgG
disialylation is characteristic of the early phase of type 1 diabetes. ZnT8R autoantibody titers
correlated with higher 1gG digalactosylated glycan with bisecting GIcNAc. Elevation of highly
branched plasma N-glycan proportions accompanied an increase in the number of different
autoantibodies (which represents a better predictor of type 1 diabetes development in
comparison to autoantibody titers). Upon onset of puberty most of the significant N-
glycosylation differences between the genders were observed, which is concordant with
previous studies. Still, derived traits depicting plasma and IgG bisecting structures, plasma
high-mannose structures, and 1gG core fucose differed between genders even before puberty.
A notable discriminative power between children with type 1 diabetes and their healthy siblings
was yielded with models including age, gender, and N-glycans with AUCs of 0.915 and 0.869

for addition of plasma and 1gG N-glycans, respectively.

Three of the previously established N-glycosylation loci (MGAT3, MGAT5, and ST6GALL)
were significantly associated with N-glycosylation in the discovery cohort, as well as a novel
locus on chromosome 19 encoding the C3, the pivotal protein of the complement activation
pathway. Two SNPs in high LD with each other (R?=0.85) within the exons of the C3 were
associated with the oligomannose Man9 glycan of total plasma proteins, a nonsynonymous
rs1047286 causing p.Pro314Leu and synonymous rs2230203. Measurement of the C3 protein
concentration showed that 16% of the Man9 plasma levels was attributed to linear increase in
C3 concentrations. In the follow-up cohort, three genetic associations were replicated (C3,
MGAT3-SYNGR1-RPL3, and ST6GAL1).



Conclusion: Significant changes of plasma proteome and 1gG N-glycosylation characteristic of
the early phase of type 1 diabetes have been identified, and these changes are different from
those previously described in adult type 1 diabetes patients with diabetes complications. A type
1 diabetes risk-predictive model was built based on N-glycan profiles that could be valuable in
risk assessment. Increasing the efficacy of models to determine individuals at risk of disease
development would be a noticeable benefit, and N-glycan biomarkers may be useful in

determining individuals at an increased risk for type 1 diabetes-prevention studies.

Within a population of 1105 new-onset type 1 diabetes cases, this study corroborated the
association of plasma protein and 1gG N-glycosylation with previously identified loci, and
revealed a new genetic association of the C3 gene with N-glycosylation, namely with the Man9
glycan of total plasma proteins. Investigating gene-specific polymorphisms and their associated
N-glycosylation alterations could expose an underlying molecular mechanism still unidentified
for the majority of type 1 diabetes-risk associated SNPs. Oligomannose Man9 glycan is located
on the domain implicated in pathogen binding on the C3 protein, therefore the identified N-

glycan alterations might possibly be implicated in the complement activation in type 1 diabetes.
KEYWORDS

N-glycans, early phase of type 1 diabetes, prediction models, total plasma proteins, 1gG, genetic

association study
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KRATICE

2-AB = 2-aminobenzamid

2-PB = 2-pikolin boran

ADCC = stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima

AGP = a-1-kiseli glikoprotein

AUC = povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

ClI = interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

C3 = gen za komponentu komplementa C3

GAD = dekarboksilaza glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase)
GIcNAc = N-acetilglukozamin

GP = glikanski pik

GWAS = cjelogenomska asocijacijska studija (engl. genome-wide association study)
HbA1c = glikirani hemoglobin

HBP = heksozamin-biosintetski put

HILIC = teku¢inska kromatografija temeljena na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic

interaction liquid chromatography)
HWE = princip Hardy-Weinbergove ravnoteze (engl. Hardy-Weinberg equilibrium)

IA-2A = autoantitijela na tirozin-fosfatazu (engl. insulinoma-associated protein 2

autoantibodies)

IgG = imunoglobulin G

LD = neravnoteza vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium)

MAF = frekvencija rijetkog alela (engl. minor allele frequency)

MBL = lektin koji veZze manozu (engl. mannose-binding lectin)

MGAT3 = engl. mannosyl (B-1,4-)-glycoprotein B-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase

MGATS = engl. o-1,6-mannosylglycoprotein 6- B-N-acetylglucosaminyltransferase



MODY = secerna bolest mladih koja se javlja u odrasloj dobi (engl. maturity-onset diabetes of

the young)

PBS = fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline)
PNGaza F = N-glikozidaza F

ROC = engl. receiver operating characteristic

SDS = natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)
SE = standardna pogreska (engl. standard error)

SNP = polimorfizam pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
SPE = ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction)
TRIS = tris(hidroksimetil)aminometan

ST6GAL1 =engl. ST6 B-galactoside a-2,6-sialyltransferase 1
SYNGR1 = sinaptogirin 1

UPLC = tekucinska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti (engl. ultra performance liquid

chromatography)
UDP-GIcNACc = uridin difosfat-N-acetilglukozamin
ZnT8R = arginin cink transporter 8

ZnT8W = triptofan cink transporter 8
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Seéerna bolest tipa 1, najudestaliji oblik Se¢erne bolesti kod djece koji ujedno &ini i oko 5 %
svih slucajeva Secerne bolesti, je kroni¢na bolest koju karakterizira autoimuna destrukcija [3-
stanica Langerhansovih otoci¢a guSterace koje luce inzulin te prisutnost jednog ili vise
autoantitijela (1). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je godiSnja stopa rasta broja djece i
adolescenata dijagnosticiranih sa SeCernom bolesti tipa 1 iznosila oko 3 % (2). Preko 50 genskih
lokusa do sada je povezano s razvojem ove bolesti (3), (4), pri cemu se najveci genski rizik
povezuje s genima ljudskog leukocitnog antigena (HLA, engl. human leukocyte antigen
complex), odnosno glavnog sustava tkivne podudarnosti (MHC, engl. major histocompatibility
complex) covjeka (5). Usprkos identifikaciji poligenske osnove, rezultati velikog broja
istrazivanja ukazuju na vaznost okoli$nih ¢imbenika u razvoju ove bolesti (6-8). lako
odredivanje autoantitijela gusterace moze ukazati na potencijalni razvoj bolesti godinama prije
klinicke dijagnoze, njihovo kontinuirano mjerenje je skupo, teze izvedivo kod mladih ispitanika
te nije dovoljno osjetljivo niti specificno kod odraslih ispitanika (9), (10). S obzirom da
pravovremeno otkrivanje poviSenog rizika za razvoj Secerne bolesti tipa 1 moze smanjiti
morbiditet 1 omoguciti prevenciju, razvoj novih modela/alatki koji bi omogucili navedeno je od
izuzetne vaznosti te su s tim ciljem uspostavljene razne inicijative (11). lako je nedavno
identificirani genski izracun rizika dobre diskriminacijske moc¢i (12), otkrivanje dodatnih

biljega Secerne bolesti tipa 1 koji bi mogli pridonijeti odredivanju rizika je od iznimne vaznosti.

N-glikozilacija je strogo regulirani i izuzetno kompleksni enzimski proces pomocu kojeg se
razli¢ite oligosaharidne strukture (glikani) dodaju na proteine (13) te koji ima znacajan utjecaj
na samu funkciju proteina (14). Glikozilacijske promjene opisane su u razli¢itim bolestima i
glikani se sve viSe razmatraju kao potencijalni biomarkeri (15-20). Glikom ukupnih proteina
plazme, kao i glikom imunoglobulina G (IgG), se pokazao izuzetno stabilnim unutar pojedinca
pod fizioloskim uvjetima (21), (22), a u isto vrijeme izuzetno osjetljiv na razlicita patofizioloska
stanja, sto podupire potencijalni dijagnosticki i prognosti¢ki potencijal glikana kao biomarkera
(15), (17), (20). Klasifikacija dijabetesa moze biti zahtjevna s obzirom da ovisi o uvjetima u
trenutku dijagnoze; npr. kod nekih ispitanika dijagnosticiranih sa SeCernom bolesti tipa 2
potvrdena su autoantitijela gusterace (23). Razlikovanje izmedu tipova Secerne bolesti te ¢ak i
identifikacija pojedinaca s poviSenim rizikom od razvoja Secerne bolesti tipa 2 moguca je na
temelju N-glikanskog profila (17), (18), (20), (24). Odredivanje N-glikanskog profila takoder
se moze pokazati kao prednost u usporedbi s odredivanjem autoantitijela zbog smanjenja
troskova, $to moze biti i dodatno optimizirano u trenutku pronalaska dijagnostic¢ki znacajnih N-

glikanskih struktura.
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Cjelogenomske asocijacijske studije (GWAS, engl. genome-wide association study) glikoma
ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a su uz identifikaciju razli¢itih glikoziltransferaza,
omogucile i identifikaciju gena koji do tada nisu bili povezani s procesom glikozilacije (25-31).
Neki od ovih gena (npr. IKZF1 i BACH2) su povezani s razli¢itim bolestima ukljucujuci Secernu
bolest tipa 1 (29). Nadalje, glikoziltransferazni gen za fukoziltransferazu 2 (FUT2, engl.
fucosyltransferase 2) identificiran je kao jedan od potencijalnih uzro¢nih gena Seéerne bolesti
tipa 1 (4). Takoder, gen za N-acetilglukozaminiltransferazu V (MGATS, engl. a-1,6-
mannosylglycoprotein 6-p-N-acetylglucosaminyltransferase) povezuje se s patogenezom
Secerne bolesti tipa 1 kroz utjecaj na razgranatost N-glikanskih struktura na limfocitima T te
njihovu posljedicnu aktivaciju (15). N-glikozilacija proteina je regulirana kompleksnom
mrezom gena od kojih mnogi jo§ uvijek nisu identificirani kod covjeka (32), unato¢
identifikaciji u istrazivanjima misjeg glikoma (33). To¢an uzrok nastanka Secerne bolesti tipa
1 joS nije razjasSnjen, medutim, ocigledno je da kombinacija genskih i okoliSnih ¢imbenika igra
veliku ulogu u etiologiji ove bolesti te je stoga nuzna njihova daljnja identifikacija i

razumijevanje.
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1.1. SVRHA| CILJ RADA

Ovo istrazivanje obuhvatilo je djecu i adolescente ¢iji su uzorci krvne plazme uzeti unutar tri
mjeseca od dijagnoze Secerne bolesti tipa 1 kroz Danski registar dje¢jeg i adolescentnog
dijabetesa (engl. Danish Registry of Childhood and Adolescent Diabetes/DanDiabKids) (34).
Dosadasnja istrazivanja N-glikozilacijskih promjena ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a u
Secernoj bolesti tipa 1 su provedena na odraslim ispitanicima i povezala su N-glikozilacijske
promjene s komplikacijama bolesti (16). Imaju¢i na umu manju pojavnost komorbiditeta kod
mlade populacije u usporedbi s odraslim ispitanicima, moguce je preciznije istraZivanje
promjena specificnih za Secernu bolest tipa 1. Takoder, za razliku od dosadasnjih istraZivanja,
koriStenjem uzoraka ispitanika uzetih pri pocetku bolesti moguce je istrazivanje promjena
vezanih uz sam pocetak bolesti te promjena koje bi mogle ukazati na povecani rizik za razvoj
ove bolesti. Nadalje, ovo je prvo istrazivanje korelacije genoma i N-glikoma u Secernoj bolesti

tipa 1.

Ciljevi ovog istrazivanja su: (1) identifikacija N-glikana ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a
karakteristi¢nih za ranu fazu Secerne bolesti tipa 1 na temelju usporedbe N-glikanskog profila
novodijagnosticirane djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika,
(2) usporedba dobivenih rezultata s N-glikanskim profilom prethodno opisanim kod odraslih
bolesnika sa Sefernom bolesti tipa 1 i nereguliranom glikemijom, (3) identifikacija N-
glikozilacijskih promjena ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a ovisnih o dobi i spolu kod djece
i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 te (4) identifikacija gena kojima su N-glikani ukupnih
plazmatskih proteina i IgG-a djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 regulirani.
Ocekivani znanstveni doprinos ovog istrazivanja je pronalazenje novog modela/alatke za
identifikaciju djece s poviSenim rizikom od razvoja Secerne bolesti tipa 1 na temelju N-
glikozilacijskih i genskih podataka. Navedeno ¢e predloziti i nove potencijalne mehanizme
uklju€ene u nastanak Secerne bolesti tipa 1, Sto bi doprinijelo razumijevanju razvoja Secerne

bolesti tipa 1 te predloZiti nove potencijalne terapijske mete.
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1.2. LITERATURNI PREGLED

1.2.1. Genska podloga u razvoju Secerne bolesti tipa 1

Seéerna bolest tipa 1 dijagnosticira se nakon nastupa hiperglikemije (1), uz karakteristi¢nu
pojavu autoimunog procesa unutar gusterace (35). Autoimuni proces definiran je prisutnoséu
autoantitijela na antigene otoc¢i¢a gusterace te obi¢no zapocinje jako rano s vrhom incidencije
u drugoj godini Zivota (36-38). Pojava dva ili vise autoantitijela gusterace obiljezava trenutak
od kojeg 70 % djece napreduje do pojave Secerne bolesti tipa 1 kroz sljede¢ih 10 godina (39).
Predlozena je podjela Secerne bolesti tipa 1 na tri razine: (1) asimptomatska faza s prisutnim
autoantitijelima i normoglikemijom, (2) asimptomatska faza s prisutnim autoantitijelima i
disglikemijom i (3) simptomatska faza s prisutnim autoantitijelima i disglikemijom (35). Preko
50 genskih lokusa do sada je povezano s razvojem ove bolesti (3), pri ¢emu se najveci genski
rizik povezuje s HLA regijom (5). Nadalje, povecan rizik za razvoj ove bolesti najéesce se
povezuje s polimorfizmima unutar gena za inzulin (INS, engl. inuslin gene), gena za protein
tirozin fosfatazu 22 (PTPN22, engl. protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) te gena
za receptor za interleukin 2 (IL2RA, engl. interleukin 2 receptor subunit o) (3). Rizik za razvoj
Secerne bolesti tipa 1 raste kod najblizih srodnika (40), $to ukazuje na vaznost uloge genske

podloge u razvoju ove bolesti.

U svrhu identifikacije genske podloge Sec¢erne bolesti tipa 1 koriStena su dva razlicita pristupa.
Djeca rodena u obiteljima s povijesti Secerne bolesti tipa 1 imaju razli€it rizik razvoja Secerne
bolesti tipa 1 ovisno je li bolest prisutna kod majke (2 — 4 %), oca (5 — 8 %), oba roditelja (> 30
%), brata/sestre (5 %), dizigotnih blizanaca (8 %) ili monozigotnih blizanaca (50 % zivotni rizik
od ¢ega 30 % unutar 10 godina od dijagnoze kod blizanca) (41-44). Prvi pristup ukljucuje
pracenje novorodene djece s obiteljskom povijesti Secerne bolesti tipa 1 (45). S obzirom da je
Secerna bolest tipa 1 znacajno povezana s HLA-DR3-DQ2 i HLA-DR4-DQ8 haplotipovima
(pojedinacéno ili u kombinaciji) (46), drugi pristup ukljucuje pracenje novorodene djece s
povecanim genskim rizikom od razvoja Se¢erne bolesti tipa 1 (47). Praéenje djece s povecanim
genskim rizikom razvoja ove bolesti dovelo je do identifikacije povezanosti razvoja dva ili vise
autoantitijela gusterace s ve¢om vijerojatnosti kasnijeg dijagnosticiranja Secerne bolesti tipa 1
(39).

Seéernu bolest tipa 1 karakterizira pojava autoantitijela na antigene oto¢i¢a gusterace jako rano
u djetinjstvu, pri ¢emu je prvo autoantitijelo najéeS¢e na inzulin (IAA, engl. insulin
autoantibodies) ili na dekarboksilazu glutaminske kiseline (GADA, engl. glutamic acid

decarboxylase autoantibodies) ili se pak oba antitijela pojavljuju istovremeno (37), (38).
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Navedena autoantitijela, skupa s autoantitijelima na tirozin-fosfatazu (1A-2A, engl. insulinoma-
associated protein 2 autoantibodies) i autoantitijelima na cink transporter 8 (ZnT8A, engl. zinc
transporter 8 autoantibodies) su vazni prediktori razvoja Secerne bolesti tipa 1 s obzirom da je
razvoj prvog autoantitijela te naknadni razvoj drugog, treceg i Cetvrtog autoantitijela povezan s
klinickim nastupom Secerne bolesti tipa 1 kod svih pacijenata prac¢enih kroz 20 godina (39).
Autoantitijela gusterate povezana su s HLA-DR-DQ haplotipovima (48), (49). Kod djece s
HLA-DR3-DQ2 haplotipom prvo autoantitijelo je naj¢es¢e GADA (37), (38), dok je kod djece
s HLA-DR4-DQ8 haplotipom ¢escée prisutan IAA kao prvo autoantitijelo (37), (38), (50).
Istrazivanja ukazuju na potencijalnu ulogu i drugih molekula HLA razreda Il u autoimunom
procesu (51). Polimorfizmi INS gena pridonose genskoj etiologiji Secerne bolesti tipa 1
posebice kod djece s HLA-DR4-DQ8 haplotipom, s obzirom da su frekvencije INS rs689
rizi¢nog genotipa AA povisene kod djece s IAA (38). PTPN22 takoder pridonosi riziku razvoja
IAA kao prvog autoantitijela, medutim ne kao i drugog (52). Polimorfizam CTLA4 gena
povezan je s povisenim rizikom za GADA, medutim ne i za IAA (37). Navedene asocijacije su

takoder povezane s HLA genotipom djece (52).

Zahvaljajuci izvanrednom napretku na podrucju genetike identificirano je vise od 50 genskih
lokusa koji potencijalno pridonose razvoju secerne bolesti tipa 1 (4), (53). Osim HLA regije na
kromosomu 6p21 koja doprinosi otprilike 50 % od ukupnog genskog rizika, ostali lokusi
identificirani kroz GWAS-e ispoljavaju male pojedinacne efekte na ukupni genski rizik
progresije do SeCerne bolesti tipa 1 te je za vecinu identificiranih lokusa molekularni
mehanizam iza ovih asocijacija nepoznat (54). Podaci prikupljeni kroz meta analize GWAS-a
ukazuju da znacajne asocijacije mogu biti tagirane s otprilike 100 polimorfizama pojedinac¢nih
nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) te da u veéini slu¢ajeva tag SNP-ovi
(reprezentativni polimorfizmi) nisu uzro¢ne varijante (4), (46), (53). Rangiranje SNP-ova s
obzirom na njihove vjerojatne funkcije ukazuje da bi kod nekih kandidatskih uzro¢nih gena
(IL27, BAD, CD69, PRKCQ, CLEC16A, ERBB3 i CTSH) glavni SNP mogao biti uzroé¢ni ili u
visokoj neravnoteZi vezanosti gena (LD, engl. linkage disequilibrium) s uzro¢nim varijantama

te da bi ispitivanje u¢inka ovih SNP-ova na Secernu bolest tipa 1 moglo biti jednostavno (46).

IL27 kodira citokin interleukin 27, ¢lana interleukin 12-citokinske obitelji (55). IL-27 utje¢e na
diferencijaciju i aktivnost limfocita T te su proupalni, ali i protuupalni u¢inci IL-27, opisani u
autoimunim bolestima (56). Istrazivanja na mi§jim modelima Secerne bolesti tipa 1 podupiru

kompleksnu imunoregulatornu ulogu IL-27 u Secernoj bolesti tipa 1 (57).




1. Uvod

BAD je proapoptotski protein, regulator mitohondrijskog puta apoptoze (58) koji kao i IL-27
moze imati razli¢ite u¢inke u Sec¢ernoj bolesti. Proapoptotski ucinci su povezani s citokinima-
induciranom disfunkcijom B-stanica gusterace (59), dok fosforilirani BAD u B-stanicama ima
ulogu u glukoza-stimuliranoj sekreciji inzulina te nutrijentima-induciranoj ekspanziji p-stanica
(60).

Proupalni patogeni ucinci su prvotno predlozeni za CD69 u nekoliko autoimunih bolesti,
medutim novija istrazivanja ukazuju na njegov protuupalni ucinak (61). CD69 povezan je s
regulacijom autoimunih i upalnih u¢inaka u reumatoidnom artritisu, sistemskom eritemskom
lupusu, multiploj sklerozi te autoimunoj bolesti Stitnjace, medutim njegova uloga u Secernoj

bolesti tipa 1 je nedovoljno istrazena (61).

PRCKQ kodira protein kinazu C ukljuenu u interakciju izmedu limfocita T 1 antigen-
prezentirajucih stanica te koja ujedno utjece na sekreciju citokina iz citotoksi¢nih limfocita T
(62). Ciljanje PRCKQ u svrhu sprije¢avanja autoimunosti je obecavajuci pristup ujedno ispitan
u psorijazi (63).

CLEC16A je eksprimiran u NK stanicama, limfocitima B, dendriti¢kim stanicama te u manjoj
mjeri u limfocitima T te je potvrdena njegova uloga u regulaciji mitofagije pB-stanica (64).
Istrazivanja su ukazala na vjerojatnost da CLEC16A nije uklju¢en u kostimulaciju limfocita T
(65) te moguénost povezanosti polimorfizama ovog gena s drugim kandidatskim genima

impliciranim u autoimunost (66).

Prethodna istrazivanja su predlozila ulogu ERBB3 u Secernoj bolesti tipa 1 kroz utjecaj na
funkciju antigen-prezentiraju¢ih stanica i autoimunost (67), medutim novija istrazivanja
ukazuju da je ERBB3 novi regulator apoptoze B-stanica (68). CTSH ima vaznu ulogu u

citokinima-induciranoj apoptozi u -stanicama te sintezi inzulina (69).

Zajednicka genska podloga razli¢itih autoimunih bolesti je Cest slucaj te moze biti pod
utjecajem istog SNP-a koji ispoljava rizik za viSe od jedne autoimune bolesti (70). Takoder,
SNP mozZe predisponirati pojedinca za jednu bolest 1 ujedno biti protektivan od neke druge
autoimune bolesti ili pak razli¢iti SNP-ovi mogu biti povezani s istom bolesti (70). Secerna
bolest tipa 1 dijeli vec¢inu genskih lokusa s upalnom bolesti crijeva, ali je vecina ovih lokusa
diskordantna (rizi¢ne varijante Sec¢erne bolest tipa 1 su protektivne kod upalne bolesti crijeva
ili su implicirani razliciti haplotipovi genskih lokusa), dok se vecina genskih lokusa zajednic¢kih

s reumatoidnim artritisom, psorijazom i celijakijom ¢ini konkordantna (46).
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1.2.2. Okolisni ¢cimbenici u razvoju Secerne bolesti tipa 1

Incidencija Se¢erne bolesti tipa 1 povecala se nekoliko puta kroz zadnjih 30 godina (2), (71),
§to jedino moze biti objasnjeno promjenama u okoliSu ili zivotnom stilu. Navedeno je
potvrdeno istrazivanjima migranata koja ukazuju na stjecanje istovjetnog rizika Seéerne bolesti
tipa 1 prisutnog kod populacije u koju migriraju (72). U Europi, incidencija Secerne bolesti tipa
1 uvelike se razlikuje medu susjednim zemljama kod pojedinaca s geneticki sli¢nim
predispozicijama za razvoj ove bolesti, ali razli¢itog socioekonomskog statusa (7). Nadalje,

istrazivanja su zabiljezila razliku u incidenciji ove bolesti izmedu monozigotnih blizanaca (73).

Prospektivna istrazivanja djece od rodenja su pomogla u identifikaciji potencijalnih okidaca
autoimunog procesa gusteraCe te faktora koji poticu progresiju od pojave autoimunosti do
klini¢ki dijagnosticirane Secerne bolesti tipa 1 (37), (38), (74-76). Kandidatni okidaci Secerne
bolesti tipa 1 uklju¢uju infekcije, dijetu te toksine koji utjeCu na djecu in utero, perinatalno i
tijekom ranog djetinjstva te se ¢ini da ucinak ispoljavaju vecéinski kod pojedinaca s genskom
predispozicijom za razvoj Secerne bolesti tipa 1 (77). Kod potencijalnih prenatalnih okidaca
najznacajnije su maj¢ine enterovirusne infekcije te starija zivotna dob majke pri porodu, dok su
medu potencijalnim postnatalnim okida¢ima najznacajnije enterovirusne infekcije, izrazito
dobivanje na teZini te stresni zivotni dogadaji prisutni kod djece (77). Najznacajniji potencijalni
promotori progresije od pojave autoimunosti do Se¢erne bolesti tipa 1 ukljucuju prekomjernu
tjelesnu tezinu, pubertet, rezistenciju na inzulin te psiholoski stres (77). To¢an uzrok nastanka
ove bolesti jo$ nije razjasnjen, medutim, ocigledno je da kombinacija genskih i okolisnih
¢imbenika igra veliku ulogu u etiologiji ove bolesti te je stoga nuzna njihova daljnja

identifikacija i razumijevanje.

1.2.3. N-glikozilacija proteina i secerna bolest

Ve prije 40 godina pokazano je da su razine specifi¢nih glikana vezanih na serumske proteine
povisene u Secernoj bolesti, od kojih se samo mali postotak mogao objasniti porastom razina
glikoproteina s navedenim modifikacijama (78). Navedeno je predlozilo direktnu ulogu glikana
u patofiziologiji Se¢erne bolesti, §to je naknadno potvrdeno kod nekih specifi¢nih proteina (79).
Vazno je naglasiti da su glikozilacija i glikacija dva razli¢ita procesa; glikozilacija je
kompleksni enzimski proces strogo reguliran mrezom glikoziltransferaza, glikozidaza,
transkripcijskih faktora, nukleotidnih Secera i drugih molekula (32). Glikacija, s druge strane,
predstavlja neenzimsku reakciju izmedu redukcijskog Secera i proteina (80), kao §to je opisano

za glikirani hemoglobin (81).
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Glikozilacija ima vaznu ulogu u brojnim procesima kao §to su pravilno smatanje proteina,
odrzavanje stani¢ne strukture, interakcije izmedu receptora i liganda, stani¢na signalizacija i
stani¢no prepoznavanje (13). Razvoj tzv. visoko-proto¢nih tehnologija za analizu glikana bio
je posebno izazovan zbog kompleksne visoko razgranate strukture karakteristicne za glikane
(13). Napredak laboratorijskih tehnologija (82-84) omogucio je visoko-proto¢na istrazivanja
utjecaja razliith genskih varijanti na glikozilacijske obrasce i njihovu povezanost s
mehanizmima bolesti kroz GWAS-e. Geni povezani s N-glikozilacijom ljudskih plazmatskih
proteina su takoder povezani sa SeCernom bolesti tipa 1, SeCernom bolesti tipa 2 i Se¢ernom
bolesti mladih koja se javlja u odrasloj dobi uzrokovanoj mutacijama u genu HNF1A (HNF1A-
MODY) (29), (30), (53).

N-glikozilacija je ubikvitarna kotranslacijska i posttranslacijska modifikacija proteina koja
obogacuje strukturu i funkciju proteina (13), (85), (86). Promjene N-glikozilacije plazmatskih
proteina opisane su u razli¢itim bolestima, uklju¢ujuci Se¢ernu bolest tipa 1, Se¢ernu bolest tipa
2, HNF1A-MODY, gestacijsku Sec¢ernu bolest te inzulinsku rezistenciju (16-18), (20), (24),
(87-91). Znacajno, rezultati nekoliko od ovih istrazivanja ukazuju na moguc¢nost razlikovanja
izmedu razli¢itih tipova SeCerne bolesti te ¢ak i identifikacije pojedinaca s povisenim rizikom
od razvoja Secerne bolesti tipa 2 u buduénosti na temelju N-glikanskih profila (17), (18), (20),
(24), (90), (91). Jedno od znacajnijih otkric¢a bila je identifikacija promijenjene N-glikozilacije
glukoznog transportera-2 (Glut-2, engl. glucose transporter-2) p-stanica gusterace u Secernoj
bolesti tipa 2 koja dovodi do ometanja sekrecije inzulina i koja se moze ciljati u svrhu

sprijeavanja Secerne bolesti (79), (92), (93).

Vazno svojstvo N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina, kao i N-glikoma IgG-a, je izrazita
stabilnost tijekom vremena unutar pojedinca pod fizioloSkim uvjetima (21), (22), (94), ali u isto
vrijeme izuzetna osjetljivost na razli¢ite patofizioloske procese (95), (96), $to podrzava
dijagnosticki i prognosticki potencijal N-glikana (slika 1). Glikozilacijske promjene utjecu na
funkciju proteina. Na primjer, dodatak sijalinske kiseline na postoje¢u glikansku strukturu
mijenja funkciju 1gG-a iz proupalne u protuupalnu (97). Takoder, dodatak srzne fukoze na
postojeci glikan IgG-a interferira s vezanjem 1gG-a na FcyRIIla receptore te Smanjuje njegovu
sposobnost unistavanja ciljnih stanica kroz proces stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o antitijelima
(ADCC, engl. antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) (98). Navedeno svojstvo
iskoristilo se u terapijske svrhe kod monoklonskih antitijela, s obzirom da nedostatak srzne

fukoze povecava njihovu klini¢ku uéinkovitost kroz ADCC (99).
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Slika 1. Promjene IgG Fc N-glikozilacije u starenju i bolestima. Oznacene promjene s godinama odnose
se na odraslu populaciju. Strelica prema dolje prikazuje pad, dok strelica prema gore prikazuje rast
pripadaju¢ih IgG N-glikozilacijskih svojstava tijekom starenja ili kod pacijenata s odredenom bolesti u
usporedbi sa zdravim ispitanicima i/ili u aktivnoj fazi bolesti naspram remisijskog stanja. *osim u
autoimunoj hemoliti¢noj anemiji; 2osim u kolorektalnom karcinomu i karcinomu jajnika; 2osim u raku
Stitnjade i multiplom mijelomu; “osim u osteoartritisu, vaskulitisu povezanom s ANCA antitijelima i
autoimunoj hemoliti¢noj anemiji; %osim u visceralnoj lismanijazi i infekciji HIV-om; ®osim u
sistemskom eritemskom lupusu, ulceroznom Kkolitisu, i vaskulitisu povezanom s ANCA antitijelima.
Preuzeto i prilagodeno iz Gudelj, Lauc i Pezer, 2018. (95)

1.2.4. Heksozamin-biosintetski put i se¢erna bolest

Glikozilacija je enzimska kotranslacijska i posttranslacijska modifikacija proteina pomocu koje
se glikani dodaju na proteine (13). Razlikujemo nekoliko vrsta glikozilacije ovisno o vezi
izmedu glikanskog i proteinskog dijela (npr. N-glikozilacija, O-glikozilacija, C-glikozilacija,
P-glikozilacija) (13). S obzirom da se ovo istrazivanje bavi N-glikozilacijom, ovaj proces je
nadalje opisan. N-glikozilacija proteina kod eukariota zapoc¢inje u endoplazmatskom

retikulumu, dok se dorada novonastalih glikoproteina nastavlja u Golgijevom aparatu. Unutar
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lumena endoplazmatskog retikuluma sintetizira se zajednicki prekursor svih N-vezanih glikana,
oligosaharid izgraden od 14 Secernih jedinica (Glc3Man9GIcNAc2-PP-Dol), koji se zatim
prenosi kotranslacijski s lipidnog nosaca na asparagin akceptorskih proteina unutar slijeda Asn-
X-Ser/Thr (pri ¢emu je X bilo koja aminokiselina osim prolina). Unutar Golgijevog aparata
dolazi do brojnih modifikacija glikoproteina, kao §to su uklanjanje i/ili dodavanje Secernih
ostataka (slika 2). Razli¢ite modifikacije novonastalih glikoproteina mogu dovesti do nastanka
brojnih razgranatih kompleksnih glikanskih struktura (slika 3) (13).
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Slika 2. Pojednostavljeni prikaz heksozamin-biosintetskog puta i N-glikozilacijskog puta unutar stanice
s oznacenim N-glikoziltransferazama povezanim s patogenezom Secerne bolesti tipa 1. Takoder su
oznaceni i N-glikozilirani glukozni transporter (Glut, engl. glucose transporter), jezgra (plava),
endoplazmatski retikulum (plava) i Golgijev aparat (smeda). Plavi kvadrati, zeleni krugovi, Zuti krugovi,
ljubicasti dijamanti i crveni trokutovi predstavljaju N-acetilglukozamin (GIcNAc), manozu, galaktozu,
N-acetilneuraminsku kiselinu (sijalinsku kiselinu) i fukozu. HK, heksokinaza; GPI, glukoza-6-fosfat
izomeraza; GFAT1, glutamin:fruktoza-6-fosfat aminotransferasa 1; OST, oligosaharil-transferaza; Glsl,
glukozidaza 1; Glsll, glukozidaza 2; Manl, manozidaza 1; GNT-I, a-1,3-manozil-glikoprotein 2--N-
acetilglukozaminiltransferaza; Manll, manozidaza 2; GNT-II, a-1,6-manozil-glikoprotein 2-B-N-

acetilglukozaminiltransferaza; Gnt-1V, a-1,3-manozil-glikoprotein 4-B-N-
acetilglukozaminiltransferaza; GNT-V, a-1,6-manozil-glikoprotein 6-B-N-
acetilglukozaminiltransferaza; GalT, galaktoziltransferaza; ST6Gal |1, p-galaktozid o-2,6-

sijaliltransferaza 1; FucT-Ill, galaktozid 3(4)-L-fukoziltransferaza; FucT-V, a-(1,3)-fukoziltransferaza
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5; FucT-VI, a-(1,3)-fukoziltransferaza 6; Alphal-6FucT, a-(1,6)-fukoziltransferaza; BGnT-3, N-
acetillaktozaminid B-1,3-N-acetilglukozaminiltransferaza 3; Alpha(1,2)FT 2, galaktozid 2-a-I-
fukoziltransferaza 2. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman, Gornik i Lauc, 2019. (15)

Pretpostavlja se da je glukozom-potaknuto ostecenje tkiva, uz druge putove, posredovano i
heksozamin-biosintetskim putom (HBP, engl. hexosamine-biosynthesis pathway) (100), (101)
u kojem nastaje donorska molekula za proces N-glikozilacije, uridin-difosfat N-
acetilglukozamin (UDP-GIcNAc, engl. uridine diphosphate-N-acetylglucosamine) (13).
Stupanj granjanja koji odreduje kompleksnost glikanskih struktura (biantenarne, triantenarne,
tetraantenarne strukture) ovisi o aktivnosti enzima unutar Golgijevog aparata, kao i 0 razinama
N-acetilglukozamina (GIcNAc) (102), (103). Pri fizioloskim uvjetima oko 3 % glukoze se
koristi u ovom putu (104). Poviseni protok glukoze kroz HBP dovodi do poviSenih razina UDP-
GIcNAc-a te time kompleksnih, razgranatih N-glikana (103), (105). Navedeno je predloZeno
kao jedan od mehanizama porasta kompleksnih, visoko razgranatih struktura kod odraslih
pacijenata sa Secernom bolesti tipa 1, Secernom bolesti tipa 2 te ¢ak i kod zdravih ispitanika s

povisenim rizikom od razvoja Secerne bolesti u buduénosti (16-18), (91), (106).

Nukleotidni Se¢er UDP-GICNAC sluzi kao supstrat N-acetilglukozaminil-transferazama I, 11, IV
i V (GNT-I, -II, -1V i -V) unutar Golgijevog aparata (107) pri ¢emu nastaju mono-, bi-, tri- i
tetra-antenarni  N-glikani (13). GNT-V odgovorna je za sintezu visoko razgranatih
tetraantenarnih N-glikana kroz ekstenziju o-1,6-vezane srzne manoze s GICNAc-om (108).
GNT-V takoder katalizira i sintezu triantenarnih N-glikana u slu¢aju kada se dvije grane pruzaju
S a-1,6-vezane srzne manoze, Umjesto s a-1,3-vezane srzne manoze $to je ¢eSci slucaj u kojem
su triantenarni N-glikani sintetizirani djelovanjem GNT-1V (108). GNT-V-sintetizirani
razgranati glikan je preferirani akceptor medu ostalim razgranatim glikanima za nakanadno
dodavanje galektinskog liganda N-acetillaktozamina (LacNAc, engl. N-acetyllactosamine)
(109-111). Galektini su smjesteni u citosolu, izvanstani¢nom prostoru i na stani¢noj povrsini, s
barem jednom konzerviranom domenom koja prepoznaje ugljikohidrate (CRD, engl.
carbohydrate-recognition domain) (112). Veéina galektina stupa u interakciju s N-glikanima
na stani¢noj povrsini te formira reSetke i time povecava zadrzavanje glikoproteina na stani¢noj

povrsini (103), (112-115).
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Slika 3. N-glikanske strukture prisutne u ljudskoj plazmi. N-acetilglukozamin (GIcNAc) i manoza
izgraduju srz svih N-glikana, uklju¢ujuéi oligomanozne, hibridne i kompleksne strukture, koje dalje
mogu biti modificirane s galaktozom, fukozom, ra¢vaju¢im GIcNAc-om i/ili sijalinskom kiselinom.
Navedeno rezultira velikom raznoliko$¢u N-glikanskih struktura na razli¢itim glikoproteinima plazme.
Preuzeto i prilagodeno iz Dotz i Wuhrer, 2019. (96)

1.2.5. N-glikozilacijske promjene u Secernoj bolesti tipa 1

Secerna bolest tipa 1 je autoimuna bolest karakterizirana limfocitima T (pomagacke CD4" i
citotoksi¢ne CD8*)-posredovanim razaranjem B-stanica Langerhansovih oto¢i¢a gusterace koje
luée inzulin i definirana prisutno$¢u jednog ili vise autoantitijela (1), (39), (116). Sve je vise
dokaza koji podupiru ulogu visoko razgranatih N-glikana u razvoju autoimunosti, glavnog
obiljezja Secerne bolesti tipa 1, posredovanu glikoziltransferaznim genom koji kodira GNT-V
(MGATS, engl. a-1,6-mannosylglycoprotein 6-p-N-acetylglucosaminyltransferase gene) (114),
(117), (118). PredloZeni mehanizmi ukljucuju razli¢ite glikoproteine prisutne na limfocitima T
i promjene njihovih N-glikan-lektin interakcija (103), (114), (117-122). Nakupljanje odredenog
broja receptora za antigene na limfocitima T (TCR, engl. T cell antigen receptor) na mjestu
prezentacije antigena potrebno je za aktivaciju limfocita T (123). Sprijecavanje galektin-TCR
vezanja postignuto je pre-tretmanom liimfocita T s laktozom i rezultiralo je TCR nakupljanjem,
sa zakljuckom da TCR N-glikozilacija ima izravan utjecaj na mobilnost i stvaranje TCR klastera
(114). Prisutnost visoko-razgranatog N-glikana sintetiziranog djelovanjem GNT-V enzima

omogucuje vezanje lektina i formiranje lektin-TCR reSetke, time ograni¢avajuéi lateralnu
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mobilnost i antigenom-potaknuto stvaranje TCR klastera. Suprotno, nedostatak GNT-V
smanjuje prag potreban za aktivaciju limfocita T i povecava ligand-ovisno stvaranje TCR
klastera (114). Misevi kojima nedostaje MGAT5 (MGAT5 /") pokazuju poveéanu podloznost
autoimunim bolestima (114). Apoptoza aktiviranih ljudskih limfocita T je smanjena nakon
inhibicije N-glikozilacije primjenom inhibitora manozidaze-Il, enzima uzvodno od GNT-V u
N-glikozilacijskom putu (119), (124).

Osjetljivost na autoimune bolesti povezana je s pomagackim CD4"-limfocitima T (Th, engl. T
helper), koji se prema lu¢enju citokina dijele na Thl (izlu¢uju IFN-y i TNF-B) i Th2 stanice
(izluCuju IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) (125), (126). Antigenom-potaknuta TCR signalizacija
stimulirala je Th1, a ogranicila Th2 diferencijaciju (127), (128). Istrazivanja ukazuju na ulogu
GNT-V-posredovane N-glikozilacije u negativnoj regulaciji proizvodnje citokina Thl stanica
te navedeno ujedno predstavlja mehanizam regulacije Thl i Th2 neovisan o antigenu (121).
Visoko-razgranati N-glikani ¢ija je sinteza posredovana enzimom GNT-V povecavaju
zadrZavanje glikoproteina inhibitora aktivacije limfocita na povrsini stanice (103), produkta
jednog od uzro¢nih kandidatskih gena Secerne bolesti tipa 1, CTLA4 (46), (129).

Ne-pretili dijabeti¢ni mi§ (NOD, engl. nonobese diabetic) je eksperimentalni zivotinjski model
Secerne bolesti tipa 1 (130). Istrazivanja su pokazala da IFN-y-antitijela primijenjena kod NOD
misa sprijeavaju nastanak Secerne bolesti (131). Istrazivanja koja su uslijedila su ukazala na
mogucu glavnu ulogu IFN-y receptora u o$tecenju B-stanica posredovanom CD4*-limfocitima
T, ali ne i onom posredovanom CD8*-limfocitima T (132). Kori$tenjem NOD misa takoder je
ukazano na ulogu IL-4 u sprije¢avanju insulitisa i razvoja Secerne bolesti, sa sli¢énim rezultatima
prijavljenim i za IL-10 (133), (134). Oralna suplementacija GICNAc-om kod ovih miSeva je
dovela do povecéane razgranatosti N-glikana na limfocitima T i zastitila od bolesti (135). IL-
2Ra (CD25) je takoder N-glikoprotein uklju¢en u prezivljavanje i proliferaciju limfocita T;
njegova N-glikozilacija i time daljnja aktivacija signalnih putova je inhibirana glukozaminom i

time je ukazano na dvojnu ulogu N-glikozilacije u diferencijaciji limfocita T (122).

Nadalje, poviSene razine lektina koji veze manozu (MBL, engl. mannose-binding lectin) te
aktivira jedan od putova sustava komplementa nakon vezanja na specificne Se€erne ostatke su

takoder zabiljezene kod ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 (136).

1.2.6. N-glikozilacija i komplikacije Secerne bolesti tipa 1
Do sada je provedeno nekoliko istrazivanja glikozilacijskih promjena plazmatskih/serumskih

proteina u Secernoj bolesti tipa 1, s tim da su navedena istrazivanja ukljucila odrasle ispitanike
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te istrazivala povezanost glikozilacijskih promjena s komplikacijama bolesti (16), (137-139).
Promijenjeni N-glikanski profil ukupnih serumskih proteina i 1gG-a prijavljen je kod odraslih
pacijenata sa SeCernom bolesti tipa 1 i povezan s komplikacijama bubrezne bolesti (16), (139).
Rast razgranatih kompleksnih serumskih N-glikana (visoko razgranate triantenarne i
tetraantenarne strukture) te pad jednostavnijih biantenarnih N-glikana ukupnih serumskih
proteina korelirao je s visim vrijednostima glikiranog hemoglobina (HbAlc), visim
vrijednostima omjera albumina i kreatinina te strmijim padom procijenjene stope glomerularne
filtracije, odrazavajuci slabiju glikemijsku kontrolu i bubreznu funkciju (16), (139).
Najkompleksniji 1gG glikan je biantenarne strukture (84), no i u ovom slucaju rast
strukture) i pad jednostavnijih (monogalaktozilirani biantenarni) korelirao je s parametrima koji
odrazavaju komplikacije Secerne bolesti tipa 1 (16), (139).

Nadalje, povisene razine sijalinske kiseline su povezane s prisutnos¢u mikrovaskularnih
komplikacija kod odraslih ispitanika sa SeCernom bolesti tipa 1 (138). Glikozilacijske promjene
al-kiselog glikoproteina (AGP) su takoder povezane s vaskularnim komplikacijama u Secernoj
bolesti tipa 1 (137).

1.2.7. Korelacija glikoma i genoma te povezanost sa se¢ernom bolesti tipa 1

Glikozilacija proteina je izrazito slozen proces reguliran kompleksnom mreZzom gena (32).
Razvoj tzv. visoko-proto¢nih tehnologija za analizu glikana, kao S§to je to tekucinska
kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UPLC, engl. ultra-performance liquid
chromatography) (82-84), omogucio je visokoproto¢nu analizu glikana te samim time i
korelaciju glikoma i genoma kroz GWAS-e (25-31), (140). Uz identifikaciju razli¢itih
glikoziltransferaza, provedeni GWAS-i glikoma ukupnih proteina plazme, kao i glikoma 1gG-
a, omogucili su identifikaciju gena koji do tada nisu bili povezani s procesom glikozilacije te
potvrdili da je moguce identificirati nove gene ukljucene u ovaj slozeni proces koristenjem
ovakvih istrazivanja (25-31), (140). Geni povezani s N-glikozilacijom proteina, povezani su i s
raznim drugim bolestima, ukljuc¢ujuci i Se¢ernu bolest tipa 1 (na primjer IKZF1 i BACH2) (29).
Kao jedan od potencijalnih uzro¢nih gena Secerne bolesti tipa 1 identificiran je i gen koji kodira
enzim uklju¢en u glikozilaciju proteina, gen za fukoziltransferazu 2 (FUT2, engl.
fucosyltransferase 2) (4). Takoder, kao $to je i prethodno istaknuto, glikoziltransferazni gen
MGATS povezuje se s patogenezom Secerne bolesti tipa 1 kroz utjecaj na razgranatost N-

glikanskih struktura na T-stanicama te njihovu posljedi¢nu aktivaciju (114).
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2. Ispitanici, materijali i metodologija istrazivanja

2.1. ISPITANICI

Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju potpisali su svi ispitanici, njihovi roditelji
ili skrbnici. Istrazivanje je odobrilo Dansko Eti¢ko povjerenstvo (broj odobrenja KA-95139m)
te Eticko povjerenstvo Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Istrazivanje je provedeno u skladu s nac¢elima Helsinske deklaracije.

Uzorci ispitanika prikupljeni su kroz DanDiabKids registar unutar tri mjeseca od dijagnoze
Secerne bolesti tipa 1 (34). Uzorci ispitanika skupljeni kroz navedeni registar koristeni su u
brojnim istrazivanjima (141), (142). Ukratko, od 1966. godine registar ukljucuje svu
novodijagnosticiranu djecu sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u Danskoj te s nastupom bolesti prije 15.
godine zivota. Od 2006. godine nadalje, registar ukljucuje svu djecu dijagnosticiranu sa
Se¢ernom bolesti do 18. godine zivota. Registar se kontinuirano sinkronizira s Danskim
nacionalnim registrom pacijenata (engl. Danish National Patient Register) u svrhu provjere

ukljucéenja svih novodijagnosticiranih pacijenata (34).

Ukljuéni kriterij za zdrave srodnike (braca i sestre ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1) bio je
dostupnost uzorka krvne plazme bioloSkog srodnika dijagnosticiranog sa Se¢ernom bolesti tipa
1. Kod nekih ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 vise zdravih srodnika uklju¢eno je u
istrazivanje (od jedan do pet zdravih srodnika po oboljelom ispitaniku), no u vecini slucajeva
uzorak samo jednog zdravog srodnika bio je dostupan. Uzorci viSe od 95 % zdravih srodnika
prikupljeni su istog datuma kao i uzorci oboljelog ispitanika te su uzorkovanja podjednako
rasporedena tijekom godine. Uzorkovanje zdravih srodnika provodilo se od 1997. do 2000.
godine, dok je zadnja provjera zdravstvenog statusa kroz DanDiabKids registar obavljena u
sije¢nju 2019. kada je utvrdeno da su dva ispitanika razvila Se¢ernu bolest tipa 1 (unutar pet i
devet godina od uzorkovanja). Ukoliko su zdravi srodnici dijagnosticirani sa Se¢ernom bolesti
tipa 1 iznad 18 godina Zivota njihov zdravstveni status nije moguce pratiti putem DanDiabKids
registra jer se u tom slucaju upucuju u klinike za pracenje odraslih ispitanika sa Se¢ernom

bolesti tipa 1 (34).

2.1.1. Prvotno istrazivanje
U prvotnom istrazivanju koristili su se uzorci krvne plazme 1917 ispitanika sa Se¢ernom bolesti
tipa 1 (medijan dobi 10,2, raspon dobi 0,6 — 19,1).

Ispitanici su podijeljeni prema spolu te u ¢etiri dobne skupine (jako mlada djeca, pred-pubertet,
pubertet, post-pubertet). Pubertet je definiran s obzirom na dob, pri ¢emu je razli¢ita dobna

granica koriStena 0visno o spolu za pocetak i kraj puberteta. Podaci o razinama autoantitijela
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bili su dostupni za 300 ispitanika i ukljucivali su razine autoantitijela na arginin cink transporter
8 (ZnT8R, engl. arginine zinc transporter 8), triptofan cink transporter 8 (ZnT8W, engl.
tryptophan zinc transporter 8), GAD i tirozin-fosfatazu (I1A-2, engl. insulinoma-associated
protein 2).

1105 ispitanika ispitanika sa SeCernom bolesti tipa 1 (medijan dobi 10, raspon dobi 1 — 18)

ukljuceno je u genomsku asocijacijsku studiju.

2.1.2. Validacijsko istrazivanje

U validacijsko istrazivanje rezultata genomske asocijacijske studije ukljuceno je 265 zdravih
ispitanika (medijan dobi 11, raspon dobi 2 — 23) i 190 oboljelih ispitanika (medijan dobi 10,
raspon dobi 1 —19). Za 3 oboljela ispitanika ukljuceni su i njihovi zdravi srodnici u kontrolnoj

skupini, dok ostali ispitanici nisu u srodstvu.

2.1.3. Obiteljsko istrazivanje
U obiteljsko istrazivanje uklju¢ena su 244 zdrava srodnika (medijan dobi 11, raspon dobi 2 —
23) ¢iji su uzorci prikupljeni kroz isti registar, pri ¢emu je ukupno ukljuceno 188 obitelji (uzorci

oboljelih srodnika su ponovno analizirani).

2.2. MATERIJALI

2.2.1. Anorganske kemikalije

Amonijak, otopina (NHsOH) (Merck), amonijev bikarbonat (NHsHCO3) (Acros Organics),
dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO.) (Acros Organics), kalijev dihidrogenfosfat (KH2POa)
(Sigma-Aldrich), kalijev klorid (KCI) (EMD Milipore), kloridna kiselina (HCI) (Merck),
natrijev hidroksid (NaOH) (Merck), natrijev klorid (NaCl) (Carlo Erba).

2.2.2. Organske kemikalije

2-aminobenzamid (2-AB) (Sigma-Aldrich), 2-pikolin boran (2-PB) (Sigma-Aldrich),
acetonitril (HPLC razina ¢isto¢e) (PanReac AppliChem), acetonitril (LC-MS razina Cistoce)
(VWR Chemicals), dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich), etanol (Merck), formijatna
kiselina (HCOOH) (Merck), igepal CA-360 (Sigma-Aldrich), ledena octena kiselina
(CH3COOH) (Merck), natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich),
tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich).

2.2.3. Enzimi
Peptid N-glikozidaza F (PNGaza F) (Promega).
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2.2.4. Otopine i puferi
0,1M HCOOH (pH 2,5)
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je pomijesati 0,38 mL formijatne kiseline s 80 mL
destilirane vode te zatim prebaciti u menzuru i nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom.

Nakon provjere pH potrebno je filtrirati otopinu kroz 0,2 um Supor filter te pohraniti na 4 °C.

0,1M NaOH

U svrhu pripreme 100 mL potrebno je otopiti 0,4 g NaOH u 80 mL destilirane vode pri ¢emu
se otapanje pospjesuje mijeSanjem na magnetskom mjeSacu te zagrijavanjem na 60 °C. Nakon
otapanja i prebacivanja u menzuru potrebno je nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom.

1M NHsHCOs3

U svrhu pripremu 100 mL potrebno je otopiti 7,91 g NH4sHCOz u 80 mL destilirane vode uz
mijesanje na magnetskom mjesa¢u. Nakon otapanja i prebacivanja u menzuru potrebno je

nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom.

1M HCI
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je pomijesati 8,47 mL HCI s 80 mL destilirane vode te

zatim prebaciti u menzuru i nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom.

1M NaOH

U svrhu pripremu 100 mL potrebno je otopiti 4 g NaOH u 80 mL destilirane vode pri ¢emu se
Otapanje pospjeSuje mijeSanjem na magnetskom mjeSacu te zagrijavanjem na 60 °C. Nakon
otapanja i prebacivanja u menzuru potrebno je nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom.

1x PBS, puferirana otopina fosfatnih soli (engl. phosphate buffer saline, PBS)

U svrhu pripremu 100 mL potrebno je uliti 10 mL 10x PBS-a u menzuru te nadopuniti
destiliranom vodom do 90 mL. Nakon provjere pH (prema potrebi podesavanje pH na 7,4 s
1M NaOH) potrebno je nadopuniti do 100 mL s destiliranom vodom, filtrirati otopinu kroz 0,2

um Supor filter te pohraniti na 4 °C.

1,33 % SDS
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je otopiti 1,33 g SDS-a u 80 mL ultra ¢iste vode pri ¢emu
se otapanje pospjesuje mijeSanjem na magnetskom mjesSacu. Nakon otapanja potrebno je preliti

u menzuru, nadopuniti do 100 mL ultra ¢istom vodom te pohraniti na 37 °C.

2 % SDS
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U svrhu pripremu 100 mL potrebno je otopiti 2 g SDS-a u 80 mL ultra ¢iste vode pri ¢emu se
otapanje pospjesuje mijeSanjem na magnetskom mjesacu. Nakon otapanja potrebno je preliti u

menzuru, nadopuniti do 100 mL ultra ¢istom vodom te pohraniti na 37 °C.

4 % lgepal
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je dodati 4 mL Igepal CA-360 u 80 mL ultra ¢iste vode uz
mijesanje na magnetskom mjesacu pri temperaturi od 65 °C. Nakon otapanja potrebno je

nadopuniti do 100 mL ultra ¢istom vodom te pohraniti na 4 °C.

5x PBS
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je uliti 50 mL 10x PBS-a u menzuru, nadopuniti do 100
mL destiliranom vodom te pohraniti na 4 °C.

10x PBS

U svrhu pripremu 100 mL potrebno je dodati 8,0028 g NaCl, 1,3832 g Na,HPOQO4, 0,2964 ¢
KH2PO4 i 0,1976 g KCI u 80 mL destilirane vode, provjeriti pH otopine (pH treba biti izmedu
6,6 1 6,8 te je potrebno titrirati s 1M NaOH ili 1M HCI prema potrebi), nadopuniti destiliranom
vodom do 100 mL te filtrirati kroz 0,2 um Supor filter.

20 % acetonitril
U svrhu pripremu 1 L potrebno je dodati 200 mL acetonitrila (HPLC razina ¢isto¢e) u menzuru

te nadopuniti do 1 L s ultra ¢istom vodom.

20 % etanol u 20 mM TRIS-u + 0,1 M NaCl (pufer za skladistenje protein G plocice)

U svrhu pripremu 100 mL potrebno je pomijesati 20 mL etanola sa 60 mL destilirane vode u
menzuri. Nakon protresanja menzure, otopinu je potrebno preliti u staklenu ¢asu. 0,242 g TRIS-
a i 0,5844 g NaCl potrebno je otopiti u otopini koriStenjem magnetskog mjesac¢a. Nakon
provjere pH (podesavanje na 7,4 koristenjem 1M HCI) potrebno je preliti otopinu u menzuru te
nadopuniti do 100 mL destiliranom vodom, filtrirati kroz 0,2 um Supor filter i zatim pohraniti
na 4 °C.

30 % octena kiselina u DMSO
U svrhu pripremu 1 mL potrebno je pomijesati 0,3 mL octene kiseline s 0,7 mL DMSO.

70 % etanol
U svrhu pripremu 100 mL potrebno je dodati 70 mL etanola u menzuru, nadopuniti do 100 mL

ultra ¢istom vodom te pohraniti na 4 °C.

96 % acetonitril
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U svrhu pripremu 100 mL potrebno je dodati 96 mL acetonitrila (HPLC razina ¢istoce) u

menzuru, nadopuniti do 100 mL ultra ¢istom vodom te pohraniti na 4 °C.

Amonijev formijat, 2M, pH 4,4

U svrhu pripremu 500 mL potrebno je uliti 300 mL ultra ¢iste vode u posudu volumena 500 mL
te ohladiti. Zatim je potrebno dodati 37,75 mL formijatne Kiseline te ostaviti otopinu da se
ohladi uz mijesanje na magnetskom mjesacu i provjeru pH (pH treba biti ispod 2). Nakon
hladenja potrebno je polako dodavati oko 75 mL amonijaka do dostizanja pH 4,2 pri ¢emu je
potrebno pratiti temperatura otopine (potrebno ispod 20 °C). U svrhu stabilizacije pH potrebno
je otopinu ostaviti preko no¢i na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je pH otopine potrebno

namjestiti na 4,4 dodavanjem amonijaka.

Otopina za obiljezavanje N-glikana
U svrhu obiljezavanja jednog uzorka potrebno je otopiti 0,48 mg 2-aminobenzamida (2-AB) i
1,12 mg 2-pikolin borana (2-PB) u 25 uL 30 %-tne octene kiseline u DMSO.

Otopine za kalibraciju pH metra
pH Buffer Solution, alkalni standard, pH 9,21 + 0,02; pH Buffer Solution, kiseli standard, pH
4,01 = 0,02 (Mettler Toledo GmbH).

2.2.5. Instrumenti

AB54-S analiticka vaga (Mettler Toledo), Highland tehnicka vaga (Adam Equipment),
Magnetic Stirrer MSH 300 magnetski mjesa¢ (Biosan), pipete i mikropipete (Rainin), Savant
SpeedVac centrifuga za ukoncentriravanje (Thermo Scientific), Seven Compact pH metar
(Mettler Toledo), treskalica (GFL), vakumska pumpa (Pall), Waters Acquity UPLC (Waters).

2.2.6. Potrosni materijal

ABgene PCR plocice s 96 jazica (Thermo Scientific), GHP Acroprep 0,20 um filter plocice s
polipropilenskom membranom (Pall), GHP Acroprep 0,45 pm filter plo¢ice s polipropilenskom
membranom (Pall), nastavci za pipete (Rainin), mikrotitarske ploCice s 96 jazica za sakupljanje

uzoraka (Waters).

2.2.7. Kolone za kromatografiju, plocica za izolaciju IgG-a, filteri

Acquity UPLC Glycan BEH (engl. bridged ethylene hybrid, BEH) amidna kolona, 130 A, 1,7
pm, 2,1 mm x 150 mm (Waters), Acquity UPLC Glycan BEH amidna kolona, 130 A, 1,7 um,
2,1 mm x 100 mm (Waters), protein G monolitna plocica s 96 jazica (Bia Separations), SUpor®

PES Membrane filter diskovi 0,2 pm (Pall).

22



2. Ispitanici, materijali i metodologija istrazivanja

2.3. ANALIZA N-GLIKANA

Prije analize, svi uzorci plazme su randomizirani na plo¢icama s 96 jazica za sakupljanje
uzoraka. U svrhu uklanjanja eksperimentalne pogreske, standardni uzorci dodani su na svaku
ploc¢icu. Ukratko, u svrhu odredivanja N-glikana ukupnih plazmatskih proteina koristeno je 10
uL plazme, dok je izolacija 1gG-a provedena iz 70 pL plazme uz pomo¢ plocice monolita s
proteinom G (BIA Separations, Ajdovséina, Slovenia) (84). N-glikani oslobodeni su s proteina
putem enzimske hidrolize s N-glikozidazom F, fluorescencijski obiljezeni s 2-amino-
benzamidom (2-AB) te procis¢eni (83), nakon Cega je uslijedilo razdvajanje N-glikana

teku¢inskom kromatografijom.

2.3.1. lzolacija lgG-a

Izolacija 1gG-a se iz uzoraka plazme izvodi prema protokolu koji se temelji na afinitetnoj
kromatografiji (84). 1gG se izolira pomocu protein G monolitne ploCice s 96 jazica iz pocetnog
volumena plazme od 70 uL. Plazma se razrjeduje 7x koriste¢i 1x fosfatni pufer (PBS, engl.
phosphate buffered saline) te se nakon toga prenosi na GHP Acroprep 0,45 um filter plocicu s
polipropilenskom membranom. Filter plo€ica s plazmom se postavlja na stalak vakuumske
pumpe nakon ¢ega slijedi filtracija plazme. Filtrirana (engl. flow-through) plazma sakuplja se
u mikrotitarsku plo¢icu za sakupljanje uzoraka nakon ¢ega se uzorci prenose na protein G

monolitnu ploc€icu.

Prekondicioniranje protein G monolitne ploc¢ice potrebno je obaviti prije prebacivanja filtrirane
plazme. U tu svrhu prvo se krece s ispiranjem pufera za skladistenje, zatim se plo¢ica ispire s 2
mL ultra Ciste vode, 2 mL 1x PBS-ai 1 mL 0,1M formijatne kiseline, po svakoj jazici. Nakon
toga slijedi neutralizacija uz pomo¢ 2mL 10x PBS-a po jazici te ekvilibracija s dva puta po 2

mL 1x PBS-a po jaZzici.

Nakon vezanja 19gG-a iz plazme za protein G na ploéici, protein G plocica ispire se tri puta s 2
mL 1x PBS-a po jazici. Zatim se posuda za sakupljanje otpada mijenja se s miktrotitarskom
plo¢icom za sakupljanje uzoraka na stalku za vakuumsku pumpu u svrhu sakupljanja 1gG-a
nakon ispiranja s protein G plocice koristenjem 1 mL 0,1M formijatne Kiseline po svakoj jazici.
Sa stalka vakuumske pumpe potrebno je ukloniti mikrotitarsku plo¢icu sa sakupljenim 1gG-om
te u jazice dodati 170 uL pufera za neutralizaciju (1M amonijevog bikarbonata). 300 uL IgG
eluata se prebacuje u novu mikrotitarsku plocicu za sakupljanje uzoraka te zatim ukoncentrirava
susenjem u centrifugi za ukoncentriravanje tijekom 18 sati, dok se preostali volumen 19G eluata

pohranjuje u zamrzivac.
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Regeneracija i pravilna pohrana protein G plocice slijedi nakon izolacije 1gG-a. U tu svrhu
potrebno je postaviti posudu za sakupljanje otpada ispod protein G plocice postavljene u stalak
vakuumske pumpe. U svaku jazicu protein G plocice potrebno je dodati 2 mL 0,1M formijatne
kiseline, 2 mL 10x PBS-a te 2 mL 1x PBS-a. Nakon nano$enja svih otopina na plo¢icu potrebno
je filtrirati otopine kroz ploCicu ¢ime ispiremo i Samu ploc¢icu. Zadnji korak ukljucuje nanosenje

pufera za skladiStenje protein G plo€ice te pohrana plocice na 4 °C.

2.3.2. Deglikozilacija, oznacavanje te procis¢avanje N-glikana

Resuspendiranjem u 30 uL 1,33 % SDS-a te inkubacijom u trajanju od 10 minuta na 65 °C
dolazi do denaturacije 1gG-a. Koristenjem 20 uL. 2 % SDS-a te inkubacijom u trajanju od 10
minuta na 65 °C obavlja se denaturacija proteina plazme iz po¢etnog volumena uzorka od 10
uL plazme. Koraci koji slijede nakon denaturacije su istovjetni i za uzorak plazme i za uzorak
IgG-a. U svrhu neutralizacije viska SDS-a dodaje se 10 puL 4 % igepala nakon cega slijedi
inkubacija od 15 minuta uz treskanje na treskalici. Otpustanje N-glikana provodi se dodatkom
1,2 U PNGaze F u 10 mL 5x PBS-a po uzorku uz inkubaciju tijekom no¢i na 37 °C.
Obiljezavanje oslobodenih N-glikani provodi se fluorescentnom bojom (2-AB) pri ¢emu se u
uzorke dodaje 25 uL otopine za obiljezavanje uz inkubaciju tijekom dva sata na 65 °C nakon
Cega se u uzorke dodaje 700 uL acetonitrila. Uzorci se zatim prenose na GHP Acroprep 0,20
um filter plocicu s polipropilenskom membranom na stalku vakuumske pumpe
(prekondicioniranje filter plo¢ice provodi se dodavanjem 200 pL 70 % etanola, ultra Ciste vode
i 96 % acetonitrila po jazici) pri cemu Se ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPE, engl. solid phase
extraction) temeljenoj na hidrofilnim interakcijama (HILIC-SPE) provodi uklanjanje ostataka
boje, reduktivnih tvari te drugih neéisto¢a. Dolazi do vezanja glikana za hidrofilno-obogacene
membrane jaZzica filter ploc¢ice, dok se koristenjem vakuuma uklanja otapalo iz uzoraka. Uzorci
se zatim ispiru pet puta s 200 puL 96 % acetonitrila, a eluacija glikana s plo¢ice provodi se ultra

¢istom vodom.

2.3.3. Tekucinska kromatografija ultra-visoke djelotvornosti

Razine fluorescencijski obiljezenih N-glikana ukupnih proteina plazme, kao i N-glikana 1gG-a,
analizirane su tekuc¢inskom kromatografijom temeljenom na hidrofilnim interakcijama (engl.
hydrophilic interaction liquid chromatography) na Waters Acquity UPLC instrumentu (Waters,
Milford, MA, USA) koristenjem Waters BEH Glycan kromatografskih kolona (84). UPLC
instrument sadrzi kvaterni upravlja¢ otapalima, upravlja¢ uzorcima i fluorescentni detektor.
Ekscitacijska valna duljina detektora namjestena je na 250 nm, dok je emisijska namjestena na

428 nm. Empower 3 racunalni program (serija 3471, Waters) upravlja instrumentom. Waters
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BEH Glycan kromatografske kolone sluze za razdvajanje glikana, pri ¢emu se kolone od 150
mm Koriste za razdvajanje glikana ukupnih plazmatskih proteina, dok se kolone od 100 mm
koriste za razdvajanje glikana IgG-a. 100 mM amonijev formijat (pH 4,4) koristi se kao otapalo
A, dok se kao otapalo B koristi 100 % acetonitril (LC-MS razina ¢istoce). U svrhu razdvajanja
glikana proteina plazme upotrebljena je metoda s linearnim gradijentom acetonitrila 70 — 53 %
pri protoku od 0,561 mL/min tijekom 25 minuta (tablica 1), dok je u svrhu razdvajanja 1gG
glikana upotrebljena metoda s linearnim gradijentom acetonitrila 75 — 62 % pri protoku od 0,4
mL/min tijekom 27 minuta (tablica 2).

Tablica 1. Gradijent otapala koristen tijekom analize N-glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina

Vrijeme (min) Protok (mL/min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
00,00 0,561 30 70

01,47 0,561 30 70

24,81 0,561 47 53

25,50 0,250 100 0

28,00 0,250 100 0

29,00 0,250 30 70

32,50 0,561 30 70

45,00 0,400 0 100

55,00 0,0 0 100

Tablica 2. Gradijent otapala koristen tijekom analize N-glikozilacije 19G-a

Vrijeme (min) Protok (mL/min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
00,00 0,4 25 75

27,00 0,4 38 62

28,00 0,4 100 0

30,00 0,4 100 0

31,00 0,4 27 73

36,00 0,4 27 73

37,00 0,4 0 100

45,00 0,0 0 100

Kromatografski sutav kalibriran je koriStenjem vanjskog standarda hidroliziranih i 2-AB
obiljeZenih oligomera glukoze (dekstran), pomocu kojeg su retencijska vremena pojedinacnih
glikana pretvorena u glukozne jedinice (GU, engl. glucose unit) te su zatim usporedena s
referentnim vrijednostima unutar “GlycoStore” baze podataka za odredivanje strukture (143).
Kromatogrami su obradeni automatskom integracijom (144), pri ¢emu je kromatogram N-
glikana ukupnih plazmatskih proteina razdvojen na 39 glikanskih (kromatografskih) pikova
(GP1 - GP39), a kromatogram N-glikana 1gG-a na 24 glikanska (kromatografska) pika (GP1 —
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GP24) (slike 4 i 5) unutar kojih su glikanske strukture prethodno odredene i poznate (84), (145).
Tablice 3 i 4 prikazuju najzastupljenije glikanske strukture u glikanskim pikovima. Relativna
koli¢ina glikana unutar svakog pika izrazena je kao postotak ukupne povrsine svih integriranih
pikova. Uz izravno izmjerene glikanske skupine, izracunata su i derivirana svojstva na temelju
grupiranja svih izravno izmjerenih N-glikana prema zajednickim kompozicijskim svojstvima
(npr. broj grana glikana, prisutnost srzne fukoze, oligomanozni glikani itd.). Ukupno je
izdvojeno 9 deriviranih svojstava za 1gG N-glikom i 15 za N-glikom ukupnih plazmatskih

proteina. Tablice 5 i 6 prikazuju izracun deriviranih svojstava.
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Tablica 3. N-glikom ukupnih plazmatskih proteina

Glikanski pik

GP1
GP2

GP3
GP4
GP5
GP6

GP7
GP8
GP9
GP10
GP11

GP12

GP13

GP14
GP15

GP16

GP17

GP18
GP19
GP20
GP21
GP22

GP23

GP24
GP25
GP26
GP27

GP28
GP29
GP30

Glikanska
struktura*
FA2

FA2B

A2BG1
FA2[6]G1
FA2[3]G1
FA2[6]BG1

M6
A2G2
A2BG2
FA2G2
FA2BG2

M7
A2G2S1
FA2G1S1

A2G2S1
A2BG2S1

FA2G2S1

FA2BG2S1

A2G2S2
M9
A2G2S2
A2G2S2
FA2G2S2

FA2BG2S2

A3G3S2
A3G3S2
A3G3S2
A3F1G3S2

A3G3S3
A3G3S3
A3G3S3

Opis glikanske strukture

srzno fukoziliran, biantenarni
srzno fukoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om

Monogalaktoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni
srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni
srzno fukoziliran, monogalaktoziliran, biantenarni s
ra¢vaju¢im GlcNAc-om

oligomanozni sa Sest manoznih jedinica
digalaktoziliran, biantenarni

digalaktoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni s rac¢vaju¢im
GIcNAc-om

oligomanozni sa sedam manoznih jedinica;
digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni

srzno fukoziliran, monogalaktoziliran i monosijaliniziran,
biantenarni

digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni s
racvaju¢im GlcNAc-om

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i monosijaliniziran,
biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i monosijaliniziran,
biantenarni s ra¢vaju¢im GIlcNAc-om

digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
oligomanozni s devet manoznih jedinica
digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i disijaliniziran,
biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i disijaliniziran,
biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om

trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
trigalaktoziliran i disijaliniziran, triantenarni
antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i disijaliniziran,
triantenarni

trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
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GP31

GP32
GP33

GP34

GP35

GP36
GP37
GP38
GP39

FA3G3S3

A3G3S3
A3F1G3S3

FA3G3S3

FA3F1G3S3

A4G4S3
A4G454
A4G454
A4F1G4S4

srzno fukoziliran, trigalaktoziliran i trisijaliniziran,
triantenarni

trigalaktoziliran i trisijaliniziran, triantenarni
antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i trisijaliniziran,
triantenarni

srzno fukoziliran, trigalaktoziliran i trisijaliniziran,
triantenarni

srzno i antenarno fukoziliran, trigalaktoziliran i
trisijaliniziran, triantenarni

tetragalaktoziliran i trisijaliniziran, tetraantenarni
tetragalaktoziliran i tetrasijaliniziran, tetraantenarni
tetragalaktoziliran i tetrasijaliniziran, tetraantenarni

antenarno fukoziliran, tetragalaktoziliran i tetrasijaliniziran,

tetraantenarni

*najzastupljenije glikanske strukture u glikanskoj skupini. Strukturne kratice: svi N-glikani imaju 2
srzna GICNAc-3; F na pocetku kratice oznacava srznu fukozu al,6-vezanu na unutarnji GIcNAc; Mx,
broj (x) manoza na srznom GIcNAc-u; Ax, broj antena (GICNAc-a), odnosno grana, na trimanozilnoj
srzi; [3] i [6] oznacavaju na kojoj grani je vezana monosaharidna jedinica; A2, biantenarni s oba
GIcNAc-a B1,2-vezana; A3, triantenarni s GICNAc-om B1,2-vezanim na obje manoze i tre¢im GIcCNAc-
om B1,4-vezanim na al,3-vezanu manozu; A4, GIcCNAc-i vezani kao A3 s dodatnim GIcNAc-om B1,6-
vezanim na a1,6-manozu; B, ra¢vajuc¢i GICNAc vezan 1,4 na $1,3 manozu; G(x), broj (x) p1,4-vezanih
galaktoza na antenu; F(x), broj (x) fukoza al,3-vezanih na antenarni GIcNAc; S(x), broj (x) sijalinskih
kiselina vezanih na galaktozu. Preuzeto i prilagodeno iz Zaytseva i sur., 2020. (145).
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Tablica 4. N-glikom IgG-a

Glikanski pik
GP1
GP2
GP3
GP4
GP5

GP6

GP7

GP8

GP9

GP10

GP11

GP12
GP13

GP14
GP15

GP16

GP17
GP18

GP19

GP20

GP21
GP22

GP23

GP24

Glikanska struktura*

FA1
A2
A2B
FA2
M5
FA2
FA2B

A2[3]G1
FA2B
FA2[6]G1
FA2[3]G1
FA2[6]BG1

FA2[3]BG1

A2G2
A2BG2

FA2G2
FA2BG2

FA2[3]G1S1

A2G2S1
FA2G2S1

FA2BG2S1
struktura nije odredena

A2G2S2
A2BG2S2

FA2G2S2

FA2BG2S2

Opis glikanske strukture

srzno fukoziliran, monoantenarni

biantenarni

biantenarni s raévaju¢im GlcNAc-om

srzno fukoziliran, biantenarni

oligomanozni s pet manoznih jedinica; srzno
fukoziliran, biantenarni

srzno fukoziliran, biantenarni s raévajué¢im
GIcNAc-om

monogalaktoziliran, biantenarni; srzno
fukoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-om
srzno fukoziliran, monogalaktoziliran,
biantenarni

srzno fukoziliran, monogalaktoziliran,
biantenarni

srzno fukoziliran, monogalaktoziliran,
biantenarni s raévaju¢im GIcNAc-om

srzno fukoziliran, monogalaktoziliran,
biantenarni s raévaju¢im GIcNAc-om
digalaktoziliran, biantenarni

digalaktoziliran, biantenarni s ra¢vaju¢im
GIcNAc-om

srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran, biantenarni s
racvaju¢im GlcNAc-om

srzno fukoziliran, monogalaktoziliran i
monosijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i monosijaliniziran, biantenarni
srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
monosijaliniziran, biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
monosijaliniziran, biantenarni s raévajué¢im
GIcNAc-om

struktura nije odredena

digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni
digalaktoziliran i disijaliniziran, biantenarni s
ra¢vaju¢im GlcNAc-om

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
disijaliniziran, biantenarni

srzno fukoziliran, digalaktoziliran i
disijaliniziran, biantenarni s ra¢vaju¢im GlcNAc-
om

*najzastupljenije glikanske strukture u glikanskoj skupini. Strukturne kratice: svi N-glikani imaju 2
srzna GlcNAc-a; F na pocetku kratice oznaCava srznu fukozu al,6-vezanu na unutarnji GIcNAc; Mx,
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broj (x) manoza na srznom GlcNAc-u; AX, broj antena (GIcNAc-a), odnosno grana, na trimanozilnoj
srzi; [3] i [6] oznaCavaju na kojoj grani je vezana monosaharidna jedinica; A2, biantenarni s oba
GIcNAc-a B1,2-vezana; B, ra¢vajuéi GIcNAc vezan 1,4 na f1,3 manozu; G(x), broj (x) p1,4-vezanih
galaktoza na antenu; S(x), broj (x) sijalinskih kiselina vezanih na galaktozu. Preuzeto i prilagodeno iz
Puci¢ i sur., 2011. (84).

Tablica 5. Izracun deriviranih svojstava IgG N-glikoma

GP GO Gl G2 SO S1 S2 B CF HM
GP1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
GP2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
GP3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GP4 1 0 0 0 0 0 0 1 0
GP5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
GP6 1 0 0 0 0 0 1 1 0
GP7 0 1 0 1 0 0 0 0 0
GP8 0 1 0 1 0 0 0 1 0
GP9 0 1 0 1 0 0 0 1 0
GP10 0 1 0 1 0 0 1 1 0
GP11 0 1 0 1 0 0 1 1 0
GP12 0 0 1 1 0 0 0 0 0
GP13 0 0 1 1 0 0 1 0 0
GP14 0 0 1 1 0 0 0 1 0
GP15 0 0 1 1 0 0 1 1 0
GP16 0 1 0 0 1 0 0 1 0
GP17 0 0 1 0 1 0 0 0 0
GP18 0 0 1 0 1 0 0 1 0
GP19 0 0 1 0 1 0 1 1 0
GP20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GP21 0 0 1 0 0 1 0 0 0
GP22 0 0 1 0 0 1 1 0 0
GP23 0 0 1 0 0 1 0 1 0
GP24 0 0 1 0 0 1 1 1 0

GO — agalaktozilirani glikani, G1 — monogalaktozilirani glikani, G2 — digalaktozilirani glikani, SO —
asijalinizirani glikani, S1 — monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, B — glikani s
ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom (GIcNAc), CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni
glikani, 0 — povrsina glikanskog pika (GP) nije uklju¢ena u izra¢un, 1 — GP povrsina ukljucena je u
izra¢un. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).
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Tablica 6. Izracun deriviranih svojstava N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina

B AF CF HM

S3 S4

S2

LB HB GO Gl G2 G3 G4 S1

GP

GP1
GP2
GP3
GP4
GP5
GP6
GP7
GP8
GP9

GP10

GP11

0.5

0.5

GP12

GP13

GP14

GP15

GP16

GP17

GP18

GP19

GP20

GP21

GP22

GP23

GP24

GP25

GP26

GP27

GP28

GP29

GP30

GP31

GP32

GP33

GP34

GP35

GP36

GP37

GP38

GP39
LB — nisko razgranati glikani, HB — visoko razgranati glikani, GO — agalaktozilirani glikani, G1 —

monogalaktozilirani glikani, G2 - digalaktozilirani glikani, G3 — trigalaktozilirani glikani, G4 —

tetragalaktozilirani glikani, S1 — monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, S3 -
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trisijalinizirani glikani, S4 — tetrasijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
(GIcNAC), AF — glikani s antenarnom fukozom, CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni
glikani, 0 — povrsina glikanskog pika (GP) nije ukljucena u izra¢un, 0.5 — polovica GP povrsine
ukljucena je u izracun, 1 — GP povrsina u potpunosti je ukljucena u izra¢un. Preuzeto i prilagodeno iz
Rudman i sur., 2022. (146).

2.4. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE KOMPONENTE C3 SUSTAVA
KOMPLEMENTA

Apsorbancija komponente C3 sustava komplementa (C3) izmjerena je u uzorcima plazme
koriStenjem komercijalno dostupnog ljudskog Complement C3 ELISA Kit-a (ab108822) na
¢itacu mikrotitarskih plo¢ica pri valnoj duljini od 450 nm. Uzorci 40 ispitanika sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 odabrani su u svrhu pokrivanja cijelog raspona prethodno odredenih razina
oligomanoznog Man9 glikana. Svi uzorci izmjereni su u duplikatima te je korelacija izmedu C3
i Man9 odredena za uzorke s koeficijentom varijacije nizim od 10 (ukupno 30 uzoraka)
koristenjem generalizirane linearne regresije (GraphPad Prism, v 8.4.0 za Windows-e,

GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

2.5. GENOMSKA ASOCIJACIJSKA STUDIJA

U prvotnom istrazivanju, 183 546 polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (SNP, engl. single
nucleotide polymorphism) kod 1105 djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 analizirano
je uz pomo¢ komercijalnog DNA ¢ipa (Immunochip, Illumina Infinium) (147). Kontrola
kvalitete (QC, engl. quality control) genotipiziranja provedena je koristenjem programa PLINK
v 1.07 (148). Ukupno 177 022 markera proslo je inicijalni QC koji ukljucuje kvalitetu
genotipiziranja na razini uzorka (engl. sample call rate) te podudarnost prijavljenog spola s
genotipiziranim spolom. Iz daljnje analize isklju¢eni su SNP-ovi koji su uspje$no genotipizirani
u manje od 95 % uzoraka, kao i SNP-ovi ¢ija je ucestalost rijetkog alela (MAF, engl. minor
allele frequency) u ukupnom uzorku manja od 5 %. Ukupno, 108 428 SNP-ova proslo je QC te
je zadrzano u daljnjim analizama. Srednja vrijednost stope genotipiziranja ispitanika bila je 99
%. Iz razloga §to bolest i populacijska struktura mogu uzrokovati odstupanje od principa Hardy-
Weinbergove ravnoteze (HWE, engl. Hardy-Weinberg equilibrium) (149) sto bi dovelo do
propustanja prisutnih genskih asocijacija, SNPovi nisu filtrirani na odstupanje od principa
HWE. Racunalni algoritam eksportirao je Illumina TOP alele. Asocijacije izmedu razina
glikana i pojedina¢nih SNP-ova testirane su koristenjem “gassoc” funkcije u PLINK-u (148).
Znacajne razlike pretpostavljene su za vrijednosti p < 5x10E-8, pri ¢emu je p-vrijednost nadalje
korigirana Bonferroni metodom na ukupan broj testiranih N-glikana (39 N-glikana ukupnih

plazmatskih proteina i 21 neovisan 1gG N-glikan). Znacajne razlike pretpostavljene su za
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vrijednosti p < 5x10E-8, pri cemu je p-vrijednost nadalje korigirana Bonferroni metodom na
ukupan broj testiranih N-glikana (39 N-glikana ukupnih plazmatskih proteina i 21 neovisan 1gG
N-glikan (29)). Informacija o LD-u dobivena je koristenjem programa SNiPA (SNiPA v3.4 iz
studenog 2020., GRCh37.p13, Ensembl v 87, 1000 genomes phase 3 v5, Europska populacija
(150)).

Kompetitivni PCR specifican za alele (KASP, engl. Kompetitive Allele Specific PCR; KASP™,
LGC Genomics, UK) koristen je za genotipizaciju uoraka u validacijskoj kohorti u kojoj su
ispitanicima odredeni svi signifikantni SNP-ovi iz prvotnog istrazivanja. Od ukupno 21 SNP-
a, 18 je uspjesno genotipizirano (validaciju nisu prosli rs137707, rs1047286 i rs137702). U
svrhu validacije rezultata prvotnog istrazivanja, koristeni su N-glikanski podaci analizirani kroz
24 serije (engl. batch) unutar prvotnog istrazivanja te kroz 5 serija unutar obiteljskog
istrazivanja. U svrhu spajanja N-glikanskih podataka iz prvotnog i obiteljskog istrazivanja,
procijenjeni efekti serije (engl. batch effect) su uklonjeni uz pomo¢ ComBat metode (R paket
sva (151)). Svi uzorci ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 su ponovo analizirani u obiteljskom
istrazivanju te su isti standardni uzorci koriSteni u prvotnom 1 obiteljskom istraZivanju.
Navedeno je iskoristeno u svrhu procjene tehnickih efekata istrazivanja koriStenjem linearnog
mjesSovitog modela (R paket Ime4 (152)) te je procijenjeni efekt oduzet od podataka. Efekt
genotipa na N-glikanske udjele procijenjen je koriStenjem linearnog mjeSovitog modela s
glikanskim udjelom kao zavisnom varijablom te genotipom, statusom bolesti i interakcijom
izmedu statusa bolesti i genotipa kao nezavisnim varijablama. Spol i dob su uklju¢eni u model
kao nezavisne fiksne varijable, a informacija o ispitaniku (family ID) kao nasumic¢ni odsjecak.
Prije analize podaci su logit transformirani u varijable s normalnom raspodjelom. Znacajne
razlike pretpostavljene su za vrijednosti p < 0,05 pri ¢emu je p-vrijednost nadalje korigirana
Bonferroni metodom na ukupan broj testova (neovisnih novootkrivenih glikan-SNP

asocijacija).

2.6. STATISTICKA ANALIZA N-GLIKANA

Podaci su normalizirani s obzirom na ukupnu povr§inu kromatograma (engl. total area
normalization), pri ¢emu se udio povrSine svakog kromatografskog pika dijeli s ukupnom
povrSinom kromatograma u svrhu moguénosti usporedbe dobivenih mjerenja. Normalizirani
podaci su zatim logaritamski transformirani zbog svoje desno pomaknute distribucije nakon
Cega je uslijedila korekcija na razlike u serijama (engl. batch correction) uz pomo¢ ComBat
metode (R paket sva (151)). Nakon izvodenja korekcije, podaci su vraceni iz logaritamske

transformacije. Prije statistickog modeliranja podaci su transformirani metodom inverzne

35



2. Ispitanici, materijali i metodologija istrazivanja

transformacije rankova u varijable s normalnom raspodjelom u svrhu usporedivanja
procjenjenih ucinaka razlic¢itih glikana na nacin da svi glikani imaju istu standardiziranu
varijancu (R paket GenABEL (153)).

Dodatna derivirana svojstva izracunata su iz izravno izmjerenih glikanskih svojstava (npr.
ukupna galaktozilacija, sijalinizacija, fukozilacija). Utjecaj spola i dobi na N-glikom ispitanika
sa Secernom bolesti tipa 1 procijenjen je koristenjem linearnog modela s glikanskom povr§inom
kao zavisnom varijablom i spolom (razine: muski/Zenski spol) unakrsno s dobi (razine: jako
mlada djeca, pred-pubertet, pubertet, post-pubertet) kao nezavisnim varijablama. Post hoc
parna usporedba, unutar istog spola ili iste dobne skupine, napravljena je koristenjem
dvosmjernog (engl. two tailed) t-testa (R paket emmeans (154)). Kod djece s poznatim razinama
autoantitijela (na 1A2, GAD, ZnT8R ili ZnT8W) promjena u glikozilaciji procijenjena je
koristenjem linearnog modela pri ¢emu su glikanske varijable modelirane kao zavisne varijable,
dok je razina autoantitijela (c_ab) modelirana kao nezavisna varijabla uzimajuci u obzir razine
viSe od limita kvantifikacije (LOQ_ab) koriStenjem indikatorske varijable (I):

1 akocy, < LOQg,

glikan(cgp,I) = bg+1 X by Xcgpy +(1—=1)%xXb, I= {0 ako c.p > LOQ,;

pri cemu je b_0 odsjecak, a b_1 i b_2 su procijenjeni efekti razine autoantitijela na udjele
glikana. Analiza je korigirana na spol i dob. Promjena u glikozilaciji je takoder procijenjena
koriStenjem linearnog modela s glikanskim varijablama kao zavisnim varijablama i brojem

autoantitijela (razine: 1, 2, 3 ili 4), spolom i dobi kao nezavisnim varijablama.

Povezanost statusa bolesti i N-glikoma procijenjena je na izmjerenim glikanima svih uklju¢enih
srodnika koristenjem regulariziranog logistickog modela (o = 0.1, 1 = 10™) te usporedivanjem
povrsine ispod krivulje (AUC, engl. area under curve) dvije ROC krivulje (engl. receiver
operating characteristic curve) dobivene iz dva modela (R paketi glmnet (155) i pROC (156)).
Prvi model ukljucio je status bolesti kao zavisnu varijablu, dok su spol, dob i svi standardizirani
kromatografski pikovi modelirani kao nezavisne fiksne varijable, a informacija o ispitaniku
(family ID) kao nasumicni efekt. Drugi model je modeliran na isti nac¢in kao i prvi model, ali s
izostavljenim kromatografskim pikovima. U svrhu evaluacije diskriminacijske to¢nosti
regulariziranog logistickog modela, koriStena je procedura deseterostruke unakrsne validacije
nakon Cega je je izracunata AUC vrijednost. Usporedba AUC vrijednosti ROC krivulja
napravljena je pomocu bootstrap metode ponovnog uzorkovanja s 2000 replikata (R paket
pROC (156)).
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Zbog visestrukih mjerenja stopa laznih otkri¢a (FDR, engl. false discovery rate) kontrolirana je
Benjamini-Hochberg metodom pri vrijednosti p < 0,05 (157). Statisticka analiza provedena je
koristenjem programskog jezika R (v 3.5.2) (158).
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3. Rezultati

3.1. N-glikozilacija u novodijagnosticiranoj Secernoj bolesti tipa 1

Tablica 7 prikazuje deskriptivnu statistiku ispitivane poulacije. Tablice 8 i 9 prikazuju N-
glikanski profil ispitanika uklju¢enih u obiteljsko istrazivanje, to¢nije djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika za statisticki
znacajno razli¢ite N-glikane izmedu ispitivanih skupina. pri ¢emu je istaknut i N-glikanski
profil dva zdrava srodnika koja su naknadno razvila sec¢ernu bolest tipa 1. Povezanost N-

glikozilacije sa statusom Secerne bolesti tipa 1 prikazuju tablice 10 i 11.

Tablica 7. Deskriptivna statistika ispitivane populacije

Istrazivanje | Prvotno (djeca i adolescenti s Prvotno (s odredenim Obiteljsko
novodijagnosticiranom Sec¢ernom autoantitijelima grupiranim
bolesti tipa 1) po broju)
Skupina | Jako  Pre- Pubertet Post- 1 2 3 4 Zdravi Seéerna
mladi  pubertet pubertet srodnici  bolest
tipa 1
Broj | 391 918 550 58 13 34 72 181 | 244 188
ispitanika
Broj Zena | 192 352 312 48 8 14 28 86 116 86
Dob Zena, | 4,2 88(6- 126(11 16(15 | 12,7 10,7 9.2 9,7 11(2- 9,7(0,6
medijan | (0,6 — 11) —15) -191) | (69- (23- (4,7 (06 |23 —16,1)
(raspon), | 6) 14,5) 14,4) - -
godine 14,9) 16,1)
Broj | 199 566 238 10 5 20 44 95 128 102
muSkaraca
Dob 4(06 103(6 143(13 174 10,2 114 115 10,7 |11(2- 101
muskaraca, | — 6) -13) -169) (17- G4- (2- (24 (26 |23 (1,4-
medijan 18,3) 11,8) 15,9 - - 16,9)
(raspon), 17,6) 16,1)
godine

Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).

Tablica 8. Deskriptivna statistika N-glikana ukupnih plazmatskih proteina djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa SeCernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika za statisticki znacajno
razli¢ite N-glikane izmedu ispitivanih skupina. Istaknut je N-glikanski profil dva zdrava srodnika koja

su naknadno razvila Se¢ernu bolest tipa 1 (ZS1 1 ZS»).

Zdravi srodnici (ZS) ZS: ZS; Djeca i adolescenti novodijagnosticirani sa
Secernom bolesti tipa 1
GP | Medijan Q1 Q3 Povrsina Povrsina Medijan Q1 Q3
GP2 | 1,74 158 1,94 1,62 1,03 1,92 1,71 2,17
GP4 | 5,02 4,46 557 3,67 3,33 4,65 3,86 521
GP5 | 2,05 1,79 235 1,24 1,37 1,86 1,49 2,21
GP7 | 1,05 094 1,15 0,79 0,73 1,08 0,99 1,19
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GP10
GP12
GP17
GP21
GP22
GP23
GP25
GP29
HM
B

Gl

5,43
1,48
1,55
0,54
3,35
1,26
0,18
0,19
3,56
7,01
8,95

4,97
1,36
1,32
0,5

3,03
1,06
0,17
0,17
3,32
6,43
7,84

5,91
1,65
1,88
0,58
3,7

1,48
0,19
0,22
3,78
8,05
9,8

4,17
1,56
0,83
0,59
2,78
0,77
0,19
0,23
3,33
5,01
6,06

3,37
1,23
0,8

0,55
3,54
0,89
0,19
0,26
2,75
3,95
5,6

4,93 4,45 5,51
1,6 1,47 1,74
1,59 131 2
0,56 0,53 0,6
3,52 3,14 3,97
1,31 1,07 1,54
0,19 0,18 0,21
0,21 0,19 0,24
3,67 3,47 3,89
7,29 6,46 8,35
8,13 7 9,24

ZS; — zdravi ispitanik koji je razvio Secernu bolest tipa 1 unutar pet godina, ZS, — zdravi ispitanik koji
je razvio Secernu bolest tipa 1 unutar devet godina, GP —glikanski pik, G1 —monogalaktozilirani glikani,
B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom (GIcNAc), HM — oligomanozni glikani. Preuzeto i
prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).

Tablica 9. Deskriptivna statistika N-glikana IgG-a djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa
Secernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika za statisticki znacajno razli¢ite N-glikane izmedu
ispitivanih skupina. Istaknut je N-glikanski profil dva zdrava srodnika koja su naknadno razvila Sec¢ernu
bolest tipa 1 (ZS:1 i ZS,).

Zdravi srodnici (ZS) ZS: ZS; Djeca i adolescenti novodijagnosticirani sa
Secernom bolesti tipa 1
GP | Medijan Q1 Q3 Povrsina Povrsina Medijan Q1 Q3
GP5 | 0,17 0,15 0,19 0,25 0,11 0,18 0,16 0,21
GP6 | 3,38 2,9 386 3,79 2,25 3,82 3,2 4,4
GP8 | 22,15 21,1 23,57 21,67 23,3 21,05 20,03 22,34
GP9 | 8,61 7,91 9,36 7,28 9,27 8,29 7,37 9,11
GP11 | 0,43 0,39 0,49 0,43 0,27 0,46 0,42 0,52
GP15 | 1,26 1,07 1,5 1,18 0,72 1,31 1,13 1,54
GP17 | 0,74 0,65 084 0,76 0,69 0,74 0,66 0,85
GP19 | 1,42 1,25 1,59 1,25 0,96 1,52 1,34 1,69
GP20 | 0,25 0,21 0,29 0,24 0,26 0,26 0,22 0,31
GP21 | 0,55 0,51 0,61 0,53 0,59 0,57 0,51 0,63
GP22 | 0,17 0,15 0,19 0,16 0,17 0,18 0,15 0,21
GP24 | 1,35 1,2 1,55 1,25 1,03 1,5 1,32 1,75
S0 | 55,24 53,18 57,43 53,02 53,54 53,2 50,85 55,39
S2 | 4,22 3,81 4,6 3,93 4,55 4,44 4,03 5,01
B 12,1 10,93 13,35 11,98 7,74 12,89 11,71 14,23
G1 | 38,47 37,05 39,58 35,62 38,34 36,49 35,2 38,13

ZS; — zdravi ispitanik koji je razvio SeCernu bolest tipa 1 unutar pet godina, ZS, — zdravi ispitanik koji
je razvio Se¢ernu bolest tipa 1 unutar devet godina, GP —glikanski pik, G1 —monogalaktozilirani glikani,
SO —asijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
(GIcNAC). Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).

40



3. Rezultati

Tablica 10. Povezanost izravno mjerenih i deriviranih N-glikanskih svojstava ukupnih plazmatskih
proteina sa statusom bolesti (prikazani su samo statisticki znacajni rezultati).

Glikan
GP2

GP4

GP5

GP7

GP10

GP12

GP17

GP21

GP22

GP23

GP25

GP29

G1

HM

Opis

Postotak FA2B u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak FA2[6]G1 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak FA2[3]G1 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak M6 u N-glikomu ukupnih
plazmatskih proteina

Postotak FA2G2 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak M7 u N-glikomu ukupnih
plazmatskih proteina; Postotak
A2G2S1 u N-glikomu ukupnih
plazmatskih proteina

Postotak FA2BG2S1 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak A2G2S2 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak FA2G2S2 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak FA2BG2S2 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak A3G3S2 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak A3G3S3 u N-glikomu
ukupnih plazmatskih proteina
Postotak struktura s ra¢vaju¢im
GIlcNAc-om u N-glikomu ukupnih
plazmatskih proteina

Postotak monogalaktoziliranih
struktura u N-glikomu ukupnih
plazmatskih proteina

Postotak oligomanoznih struktura u
N-glikomu ukupnih plazmatskih
proteina

OR
2,09

0,60

0,64

1,69

0,57

1,86

1,47

1,52

1,74

1,66

2,12

1,62

1,72

0,63

1,65

95 % ClI
1,58 -2,76

0,46 -0,79

0,47 -0,86

1,28 -2,24

0,43-0,76

1,37 -2,53

1,08 -2

1,16 -1,98

1,32-2,29

1,23-2,25

1,56 - 2,87

1,2-2,19

1,26 - 2,34

0,47 -0,84

1,26 - 2,16

SE
0,30

0,08

0,10

0,24

0,08

0,29

0,23

0,21

0,25

0,26

0,33

0,25

0,27

0,09

0,23

P
1,16E-05

2,16E-03

1,32E-02

2,01E-03

1,24E-03

1,15E-03

5,04E-02

8,56E-03

1,15E-03

5,61E-03

4,54E-05

7,12E-03

3,52E-03

7,01E-03

2,16E-03

GP — glikanski pik; OR — omjer izgleda (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti; SE — standardna
pogreska (engl. standard error). Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).
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3. Rezultati

Tablica 11. Povezanost izravno mjerenih i deriviranih N-glikanskih svojstava IgG-a sa statusom bolesti

(prikazani su samo statisticki znacajni rezultati).

Glikan
GP5
GP6
GP8
GP9
GP11
GP15
GP17

GP19

GP20
GP21

GP22

GP24

B

Gl

HM

SO

S2

Opis

Postotak M5 u N-glikomu IgG-a
Postotak FA2B u N-glikomu 1gG-a
Postotak FA2[6]G1 u N-glikomu
IgG-a

Postotak FA2[3]G1 u N-glikomu
IgG-a

Postotak FA2[3]BG1 u N-glikomu
IgG-a

Postotak FA2BG2 u N-glikomu
IgG-a

Postotak A2G2S1 u N-glikomu
IgG-a

Postotak FA2BG2S1 u N-glikomu
IgG-a

Struktura nije odredena

Postotak A2G2S2 u N-glikomu
IgG-a

Postotak A2BG2S2 u N-glikomu
1gG-a

Postotak FA2BG2S2 u N-glikomu
IgG-a

Postotak struktura s ra¢vajué¢im
GlcNAc-om u N-glikomu IgG-a
Postotak monogalaktoziliranih
struktura u N-glikomu IgG-a
Postotak oligomanoznih struktura u
N-glikomu IgG-a

Postotak asijaliniziranih struktura u
N-glikomu IgG-a

Postotak disijaliniziranih struktura u

N-glikomu IgG-a

OR

1,53
1,71
0,40
0,69
1,90
2,09
1,41

2,91

1,60
1,69

1,39

2,62

2,16

0,37

1,53

0,50

1,86

95 % ClI
1,17-1,99
1,31-2,24
0,3-0,54
0,52 -0,93
1,43 -2,54
1,52 -2,87
1,07 -1,85

2,09 -4,05

1,21-21
1,28 -2,24

1,07 -1,81

1,94 - 3,54

1,61-2,89

0,27 -0,51

1,17-1,99

0,37-0,68

1,41 -2,45

SE

0,21
0,23
0,06
0,10
0,28
0,34
0,20

0,49

0,22
0,24

0,19

0,40

0,32

0,06

0,21

0,08

0,26

P
3,89E-03
3,02E-04
7,95E-09
2,73E-02
4,26E-05
3,49E-05
2,73E-02

4,90E-09

2,29E-03
6,24E-04

2,73E-02

4,90E-09

1,65E-06

7,95E-09

3,89E-03

3,56E-05

4,19E-05

GP — glikanski pik; OR — omjer izgleda (engl. odds ratio); Cl — interval pouzdanosti; SE — standardna
pogreska (engl. standard error). Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).

Monogalaktozilacija 1gG-a i ukupnih plazmatskih proteina pada u Sec¢ernoj bolesti tipa 1.

Statisti¢ki znacajan pad G1 struktura 19gG-a i ukupnih plazmatskih proteina uocen je kod djece

i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1. Uzimajuci u obzir sva IgG derivirana svojstva,

najznacajnija razlika izmedu ispitivanih skupina uocena je upravo za G1 svojstvo (OR = 0,37,

p = 7,95E-09).
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3. Rezultati

Udio struktura s raévajuéim GIcNAc-om prisutnih na 1gG-u i ukupnim plazmatskim
proteinima raste u Secernoj bolesti tipa 1. Udio struktura s racvaju¢im GIcNAc-om prisutnih
na 1gG-u i ukupnim plazmatskim proteinima bio je povisen kod djece i adolescenata sa
Se¢ernom bolesti tipa 1 u usporedbi s njihovim zdravim srodnicima. Medu N-glikanima ukupnih
plazmatskih proteina, najznacajnija razlika izmedu ispitivanih skupina opazena je za FA2B N-
glikan s ra¢vaju¢im GIlcNAc-om (GP2), (OR = 2,09, p = 1,16E-05). Udio FA2B kod ukupnih
plazmatskih proteina, kao i kod 1gG-a, bio je povisen kod djece i adolescenata sa Se¢ernom
bolesti tipa 1.

Udio disijaliniziranih 1gG struktura raste u Secernoj bolesti tipa 1. Udio asijaliniziranih
IgG struktura pada kod djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u usporedbi sa zdravim
srodnicima, dok udio disijaliniziranih 1gG struktura raste. Ova promjena vecinski je odraz
porasta FA2BG2S2/GP24 (OR = 2,62, p = 4,90E-09). Medu izravno mjerenim N-glikanima
ukupnih plazmatskih proteina, znacajan porast opazen je kod nekih monosijaliniziranih,
disijaliniziranih i trisijaliniziranih struktura kod djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1
u usporedbi sa zdravim srodnicima. Najznacajniji porast opazen je za izravno mjereni
trisijalinizirani A3G3S2 (GP25) glikan (OR = 2,12, p = 4,54E-05).

Udio oligomanoznih glikana prisutnih na IgG-u i ukupnim plazmatskim proteinima raste
u Secernoj bolesti tipa 1. Udio oligomanoznog GP5 glikana 1gG-a znacajno je povisen kod
djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 (OR = 1,53, p = 3,89E-03). Uzimajuci u obzir
sva derivirana svojstva ukupnih plazmatskih proteina, najznacajnija razlika izmedu ispitivanih
skupina zabiljeZena je za derivirano svojstvo koje opisuje oligomanozne glikane (OR = 1,65, p
= 2,16E-03). Ova promjena vecinski je odraz porasta GP7 i GP12 ¢ije su glikanske stukture

oligomanozni N-glikani sastavljeni od Sest i od sedam manoznih jedinica.

3.2. N-glikozilacijske razlike izmedu spolova i korelacija s dobi dijagnoze

Secerne bolesti tipa 1
U svrhu ispitivanja N-glikozilacijskih razlika izmedu spolova i korelacije s dobi dijagnoze
Secerne bolesti tipa 1, 1917 djece i adolescenata s novodijagnosticiranom se¢ernom bolesti tipa
1 podijeljeno je prema spolu i u cetiri dobne skupine (tablica 7). Naglasak je stavljen na
derivirana N-glikanska svojstva koja su se znacajno razlikovala izmedu djece i adolescenata s

novodijagnosticiranom $e¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika (slike 6 i 7).
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Dob pri dijagnozi Se¢erne bolesti tipa 1

Slika 6. Relativne zastupljenosti deriviranih N-glikanskih svojstava ukupnih plazmatskih proteina kod
djece i adolescenata grupiranih prema dobi pri dijagnozi Secerne bolesti tipa 1 u ¢etiri dobne skupine i
izmedu spolova. Udjeli su predoceni u obliku kutijastog dijagrama (engl. box plot). Medijan je predocen
linijom unutar kutija, dok gornji i donji rub kutije omeduje interkvartilni raspon (IQR, engl. interquartile
range). Krajevi vertikalnih linija koje se pruzaju iz kutija predstavljaju raspon vrijednosti, dok su
odstupajuca mjerenja (engl. outliers) predocena kruzi¢ima. Pubertet je definiran s obzirom na dob, pri
¢emu je dobna granica za pocetak i kraj puberteta pomaknuta na vise vrijednosti kod muskog spola.
Mladi (dob 0,6 — 6), Pre-pub — pre-pubertet (dob 6 — 11/13), Pub — pubertet (dob 11/13 — 15/16,9), Post-
pub — post-pubertet (dob 15/17 — 19,1/18,3), Z — zenski spol, M — muski spol, GO — agalaktozilirani
glikani, G1 — monogalaktozilirani glikani, G2 — digalaktozilirani glikani, G3 — trigalaktozilirani glikani,
G4 —tetragalaktozilirani glikani, S1 — monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, S3 —
trisijalinizirani glikani, S4 — tetrasijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
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(GIcNAC), AF — glikani s antenarnom fukozom, CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni
glikani. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).
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Dob pri dijagnozi Se¢erne bolesti tipa 1

Slika 7. Relativne zastupljenosti deriviranih N-glikanskih svojstava 1gG-a kod djece i adolescenata
grupiranih prema dobi pri dijagnozi Se¢erne bolesti tipa 1 u Eetiri dobne skupine i izmedu spolova. Udjeli
su predoceni u obliku kutijastog dijagrama (engl. box plot). Medijan je predoéen linijom unutar Kutija,
dok gornji i donji rub kutije omeduje interkvartilni raspon (IQR, engl. interquartile range). Krajevi
vertikalnih linija koje se pruzaju iz kutija predstavljaju raspon vrijednosti, dok su odstupajuc¢a mjerenja
(engl. outliers) predo¢ena kruzi¢ima. Pubertet je definiran s obzirom na dob, pri ¢emu je dobna granica
za pocetak i kraj puberteta pomaknuta na vise vrijednosti kod muskog spola. Mladi (dob 0,6 — 6), Pre-
pub — pre-pubertet (dob 6 — 11/13), Pub — pubertet (dob 11/13 — 15/16,9), Post-pub — post-pubertet (dob
15/17 — 19,1/18,3), Z — zenski spol, M — muski spol, GO — agalaktozilirani glikani, G1 —
monogalaktozilirani glikani, G2 — digalaktozilirani glikani, SO — asijalinizirani glikani, S1 —
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monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
(GIcNACc), CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni glikani. Preuzeto i prilagodeno iz
Rudman i sur., 2022. (146).

Znacajne razlike medu spolovima i s obzirom na dob dijagoze Secerne bolesti tipa 1 uocene su
za udjele G1 struktura ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a. Kod muskog spola, G1 udjeli su
bili visi pri nastupu puberteta u usporedbi sa zenskim ispitanicima te su rasli s dobi dijagnoze
Secerne bolesti tipa 1. G1 udjeli bili su nizi u post-pubertetskoj skupini kod Zenskih ispitanika,

dok je porast zapazen u ostalim dobnim skupinama.

B strukture ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a razlikovale su se izmedu spolova te su u
vecini slucajeva bile nize kod muskih ispitanika u odnosu na zenske ispitanike. U oba spola

zapazen je porast B struktura s dobi pri dijagnozi Sec¢erne bolesti tipa 1.

Udjeli HM struktura na ukupnim plazmatskim proteinima su bili visi kod jako mladih Zenskih
ispitanika i Zenskih ispitanika u pre-pubertetskoj skupini, dok su udjeli HM struktura na 1gG-u
bili visi kod muskih ispitanika s nastupom puberteta. Udjeli HM struktura na 1gG-u kod Zenskih
ispitanika rasli su do pre-puberteta te zatim padali s prelaskom iz pre-puberteta u pubertet. Kod
muskih ispitanika, udjeli HM struktura bili su vi$i u pubertetskoj skupini u odnosu na jako

mladu djecu.

Udjeli SO struktura na 1gG-u su vecinski rasli s dobi pri dijagnozi Secerne bolesti tipa 1.

3.3. Korelacija N-glikozilacije i autoantitijela u sec¢ernoj bolesti tipa 1
IgG GP13 statisticki je zna¢ajno povezan s razinama ZnT8RA (p = 7,66E-05, p = 0,590).

PoviSenje broja razli¢itih autoantitijela (1 — 4) koreliralo je s padom nekih visoko razgranatih
N-glikana ukupnih plazmatskih proteina. Najznacajniji pad uocen je za GP30 koji predstavlja
trigalaktozilirani i trisijalinizirani, triantenarni N-glikan (p = 4,04E-04, g = -0,931). Slika 8
prikazuje promjene N-glikozilacije povezane s razinama autoantitijela, dok tablica 12 i slika 9

prikazuju promjene N-glikozilacije povezane s porastom broja razli¢itih autoantitijela (1 — 4).
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Slika 8. Povezanost 1gG N-glikana i (A) IA-2A — autoantitijela na tirozin-fosfatazu (IA-2A, engl.
insulinoma-associated protein 2 autoantibodies), (B) GADA - autoantitijela na dekarboksilazu
glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxylase autoantibodies), (C) ZnT8RA — autoantitijela
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na arginin cink transporter 8 (engl. arginine zinc transporter 8 autoantibodies), (D) ZnT8WA —
autoantitijela na triptofan cink transporter 8 (engl. tryptophan zinc transporter 8 autoantibodies).
Znacajna korelacija oznacena je sa zvijezdicom. GP — glikanski pik, GO — agalaktozilirani glikani, G1 —
monogalaktozilirani glikani, G2 — digalaktozilirani glikani, SO — asijalinizirani glikani, S1 —
monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
(GIcNACc), CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni glikani. Preuzeto i prilagodeno iz
Rudman i sur., 2022. (146).

Tablica 12. Povezanost N-glikozilacije ukupnih plazmatskih proteina s porastom broja autoantitijela (1
—4); prikazani su samo statisti¢ki znacajni rezultati.

GP Beta SE 95 % Cliow 95 % Clp T-vrijednost P-vrijednost
GP24 -0,87 0,19 -1,24 -0,50 -4,65 1,98E-03
GP28 -0,86 | 0,18 | -1,22 -0,50 -4,66 1,83E-03
GP30 -0,93 019 | -1,30 -0,56 -4,99 4,04E-04
GP37 -0,78 0,18 | -1,13 -0,42 -4,34 7,50E-03
HB -0,77 0,19 -1,14 -0,40 -4,13 1,79E-02
G3 -0,79 0,19 | -1,15 -0,42 -4,19 1,42E-02
S3 -0,75 019 | -1,12 -0,38 -4,00 3,07E-02

GP —glikanski pik, G3 — trigalaktozilirani glikani, S3 — trisijalinizirani glikani, HB — visoko-razgranati
glikani. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).

48



3. Rezultati

GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6
N s g ; . .
o 12 I | .« 009-. . o+ 3 * | ] 1500 1
i ’ - T T 3. 125-9 o
6-1 5 0.06-3 | 4 —t— 2- 1.00-*
3-8 : 0.03-4 | J . 075-3
\ ' R .-t \ \ \ ' ' i 2- | 1 \ \ \ i , 0.50-% 1 ,
12 3 4 102 4 1 2 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4
GP7 GP8 GP9 GP10 GP11
; 0.16 5 . >
1.50 - . 25 | 012 g SH —— AR
. N . .
125-3 . i 1o 6-. 09-:
0-5== 0.08- 5- :
1.00-+ H 154 1 ] ! ' 4-3 06-7 l
075_' H <2 . 0.04- . 3- H : . ]
12 3 4 102 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4
GP13 GP14 GP15 GP16 GP17
= 20- . ¥ . ¥ 3- H 2 . o
08- 18-" .+ 06- . 8- : I 1 l
I A 1 A 3
0.6 ymmmmt 16~ 0.4- o 6- o 4y
0.4 - e _t - : i 1 - T
. 3
] 14 H v 02_'_|_‘_‘ i ! H 1
02-3 ; vo12-, i ; ) Vo4 S — ; Y ; : | ;
12 3 4 12 3 4 i 2 3 4 i 2 3 4 12 3 4 12 3 4
GP19 GP20 GP21 GP22 GP23 GP24
. . . 8.
07-
~—~ 1.2~ . 2 . .
X 40- n H 30-- H i o6-. ' 6- ) ! ' 3 ! 3- . 1 :
: 1 .
= ol 05-s H X . J 2- i 2_!
3 O 25- 04 a3 | 1
O 06-% Y s 4 [ | [] | ] ]
c ; ; —r ! ! a0 3-% ; . S — ! ommmml 11 | e
@O 12 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4
o
S GP25 GP26 GP27 GP28 GP29 GP30
2
. e 25- - 1.5- 8-
%O.ZO - 1o0- i ?2 019 i i Y i
T ] |20 I Ceoh i 10-0 0.10 ‘ 64 i
c 0.10-3 : 1_5-: 1.0- o : 4_!-*
= 005- 1.0- l 05-3 05-, 0.051 | :
% 12 3 4 12 3 4 i 2 3 4 i 2 3 4 12 3 4 12 3 4
x GP31 GP32 GP33 GP34 GP35 GP36
. 20- . 1 * 05-° 7 '
0.9- s T i. i ’ g'i 1 y 04- e LU
06-. s L 3- S 030 8’2 04-3
1.0- 2- | : 0.3-¢
| ! ; , 05-, v v ST i ! v 01-, . . oo y y H 02 e ! ;
12 3 4 12 3 4 1 2 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4
GP37 GP38 GP39 LB HB GO
A, N . 24-3 . 15.0- -
H s 1.27 . - . i : 12.5- - o
0.75- 10- 0.9 T 1 85- 20-, H . i I :
D | i —— 164 10.0 i
0.50 - pu. 0.2-, i 0.6-, | ‘ | s0- . e 7.5+
_e t 06- l J H T 5.0-
025 m——— l 04-, 0.3 o ) C T IR ot S
12 3 4 12 3 4 i 2 3 4 i 2 3 4 12 3 4 i 2 3 4
G1 G2 G3 G4 st S2
12.5- . . . . 35- - . :
: 75- ] ; . L T I I
10.0- : I 18- i 39 f : i 44-, 1
- : 5- 26~
75-4 70 14+ 201 ! i 404
: 65-1 i : : 24-4 & : i
s50- 1 . 10- 1.5- H 0 3%-* 11
; J T . 60-, . ; | ] ) ! ! 10-, ! v Vo223 S v —
12 3 4 12 3 4 1 2 3 4 12 3 4 12 3 4 12 3 4
s3 sS4 B AF CF HM
15.0-3 + ) : 3 1 o 1
J e 25- $ . 7.5+ : ' . 7 ]
125 : + o 9 ] . 1 : 1 !o40- 1 {
10.0- : 7- 50- . s 35-%
75-° 15- — 30- i !
: 10- 5- 25- LI R 30-° °
50-, v <) o ; } - "
3

N -
w

2 . 3 4 1
Broj autoantitijela

2

N
-
ES

Slika 9. Povezanost N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s porastom broja autoantitijela (1 — 4).
Znacajna povezanost opazena je za visoko razgranate strukture (GP24, GP28, GP30, GP37, G3, HB i
S3). LB — nisko razgranati glikani, HB — visoko razgranati glikani, GO — agalaktozilirani glikani, G1 —
monogalaktozilirani glikani, G2 — digalaktozilirani glikani, G3 — trigalaktozilirani glikani, G4 —
tetragalaktozilirani glikani, S1 — monosijalinizirani glikani, S2 — disijalinizirani glikani, S3 —
trisijalinizirani glikani, S4 — tetrasijalinizirani glikani, B — glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom
(GIcNAC), AF — glikani s antenarnom fukozom, CF — glikani sa srznom fukozom, HM — oligomanozni
glikani. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022. (146).
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3.4. N-glikozilacijski diskriminacijski model novodijagnosticirane secerne
bolesti tipa 1
Za izradu N-glikozilacijskog diskriminacijskog modela (slika 10) koriStena je logisticka
regresija. Kao prediktori koriSteni su samo izravno mjereni N-glikani (24 1gG N-glikana i 39
N-glikana ukupnih plazmatskih proteina). U svrhu procjene u¢inkovitosti modela koristena je
deseterostruka unakrsna validacija. Nulti model temeljen samo na dobi i spolu nije pokazao
znacajnu diskriminacijsku mo¢ (AUC 0,58). Dodatak N-glikana u model znatno je povisio
diskriminacijsku mo¢ modela (AUC 0,87, 95 % CI 0,83 - 0,9 za dodatak 1gG N-glikana i AUC
0,92, 95 % CI 0,89 - 0,94 za dodatak N-glikana ukupnih plazmatskih proteina). Slika 11

prikazuje klasifikacijsku ucinkovitost pojedinac¢nih N-glikana identificiranu pomoéu ROC

krivulje.
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Slika 10. ROC krivulja koja opisuje ucinkovitost N-glikozilacijskog diskriminacijskog modela u
predvidanju statusa bolesti djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika.
Model temeljen na spolu i dobi nije pokazao znacajnu diskriminacijsku mo¢ (crna linija), dok je dodatak
N-glikana ukupnih plazmatskih proteina (A) i 1gG-a (B) znatno povecao diskriminacijsku mo¢ modela

(plava linija). AUC —povrsina ispod krivulje (engl. area under curve). Preuzeto i prilagodeno iz Rudman
i sur., 2022. (146).
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Slika 11. Klasifikacijska u¢inkovitost svakog pojedina¢nog N-glikana 1gG-a (A) i ukupnih plazmatskih
proteina (B) u predvidanju statusa bolesti kod djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih
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zdravih srodnika procijenjena pomoc¢u ROC krivulje. Preuzeto i prilagodeno iz Rudman i sur., 2022.
(146).

3.5. Korelacija genoma i N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a u
novodijagnosticiranoj secernoj bolesti tipa 1
Nakon genotipizacije uzoraka 1105 djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 na preko 183 000 Immunochip varijanti, provedena je genomska asocijacijska
studija u svrhu korelacije genoma i N-glikoma ukupnih plaznatskih proteina i IgG-a. Validacija
rezultata genomske asocijacijske studije provedena je na uzorku koji je uz 190 djece i
adolescenata sa se¢ernom bolesti tipa 1 ukljucio i 265 zdravih ispitanika. Tablica 13 prikazuje
deskriptivnu statistiku ispitivane poulacije. Tri prethodno identificirana N-glikozilacijska
lokusa (MGAT3, MGAT5 i ST6GALL) (25), (26) povezana su s udjelima N-glikana ukupnih
plazmatskih proteina i/ili IgG-a u ovom istrazivanju, kao i lokus koji do sada nije bio povezan
s N-glikozilacijom, C3 lokus (engl. complement C3 gene) na kromosomu 19 koji kodira
komponentu C3 sustava komplementa (C3). Slika 12 sazeto prikazuje genske asocijacije s
razinama N-glikana kod djece i adolescenata s novodijagnosticiranom $ec¢ernom bolesti tipa 1.

Tablice 14 i 15 prikazuju rezultate genomske asocijacijske studije.

Tablica 13. Deskriptivna statistika ispitivane poulacije

Istrazivanje Prvotno Validacijsko Validacijsko

Genotipizacijska metoda Immunochip, | KASP™, LGC KASP™, LGC
[llumina Genomics Genomics
Infinium

Status bolesti ispitanika Seéerna Se¢erna  bolest = Zdravi ispitanici
bolesttipal | tipal

Broj ispitanika 1105 190 265

Broj ispitanika s odredenim N-glikanima = 1074 175 264

ukupnih plazmatskih proteina

Broj ispitanika s odredenim N-glikanima = 1086 177 260

19G-a

Medijan godina (raspon godina) 10 (1 -18) 10(1-19) 11 (2 -23)

Udio Zenskih ispitanika (%) 47,6 43,6 47,7
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Slika 12. Znacajne genske asocijacije s N-glikanima ukupnih plazmatskih proteina (A) i IgG-a (B). Plavi
kvadrati, zeleni krugovi, zuti krugovi, ljubicasti dijamanti i crveni trokutovi predstavljaju N-
acetilglukozamin (GIcNAc), manozu, galaktozu, N-acetilneuraminsku Kiselinu (sijalinsku kiselinu) i
fukozu. GP - glikanski pik. MGAT3 - gen za B-1,4-manozil-glikoprotein 4-B-N-
acetilglukozaminiltransferazu; C3 - gen za komplement C3; MGAT5 - gen za o-1,6-
manozilglikoprotein 6-p-N-acetilglukozaminiltransferazu; ST6GAL1 — gen za ST6 B-galaktozid a-2,6-
sijaliltransferazu 1. Slika je izradena koriStenjem programa Inkscape (159) i koriStenjem glikanskih
struktura izradenim u GlycoWorkbench programu (160).
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Tablica 14. Geni znacajno povezani S N-glikanima ukupnih plazmatskih proteina kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa $e¢ernom bolesti tipa 1 u
prvotnom i validacijskom istrazivanju. Rezultati su usporedeni s rezultatima GWAS-a na glikanima ukunih plazmatskih proteina koji je obuhvatio najveci broj
ispitanika europskog porijekla (26) te su prikazani za istovjetnu glikan-SNP asocijaciju ili za SNP u LD-u (R?> 0,5) sa SNP-om identificiranim u ovom
istrazivanju i istovjetnim smjerom efekta na glikanske udjele.

Prvotno, DanDiabKids (N = 1105) Validacijsko, Opéa
DanDiabKids (N = | europska
455) populacija
(N = 4802)
(26)
GP Glikanska Lokus Gen SNP N OA, R? P Beta P Beta [P
struktura (kandidat) MA (SE) (SE)
(MAF)
. A G 2,27E-02 | 0,01 | 5,95E-17°
2. 135 014 1044 | Y 0,04 0,01 ' ' '
GP29 | A3G3S3 116 MGAT5 rs2460382 (0,21) 3,14E-11 (0,002) (0,003)
) G, A 8,66E-04° | -0,04 | Asocijacija
19: 6 713 1033 | 0,04 i -0,03 -
GP19 | Man9 262 C3 rs1047286 (0,20) 2,43E-11 (0,005) (0,012) | nije
prijavljena
. 8,66E-04 | -0,04 Asocijacija
19: 6 710 C, A -0,03 -
GP19 | Man9 782 C3 rs2230203 | 1045 (0,18) 0,04 4, 15E-11 (0,005) (0,012) nije
prijavljena
A G 8,63E-07 | 0,11 7,98E-10°
22: 39 843 1045 ' 0,04 i 0,08 ' ! '
GP6 | FA2[6]BG1 409 /[ (MGAT3) | rs5757678 (0,27) 1,48E-11 (0,012) (0,021)
GP6 | FA2[6]BG1 22: 39 844 1034 | G, A | 0,04 0,08 1,35E-06 | 0,10 7,98E-10°
793 / (MGAT3) | rs5757680 (0.26) 2,21E-11 (0,012) (0,021)

Istaknute asocijacije su identificirane u ovom istrazivanju, dok u istraZivanju opée europske populacije navedene asocijacije nisu prijavljene. Lokus je
predstavljen s oznakama pripadajué¢eg kromosoma te pozicijom pripadaju¢ih SNP-ova. Rezultati su prijavljeni za GRCh Build 37, a aleli su poravnati s lllumina
TOP lancem. Efekt (beta) predstavlja promjenu relativne zastupljenosti glikana (%) i prijavljen je za rijetki alel. LD je odreden koristenjem preglednika SNiPA
(150). GP — glikanski pik, N — broj ispitanika, OA — drugi/Cesti alel (engl. other/major allele), MA — rijetki alel (engl. minor allele), MAF — frekvencija rijetkog
alela (engl. minor allele frequency), R? — postotak objasnjene glikanske varijacije, MGAT5 — gen za o-1,6-manozilglikoprotein 6-B-N-
acetilglukozaminiltransferazu, MGAT3 — gen za B-1,4-manozil-glikoprotein 4-p-N-acetilglukozaminiltransferazu, C3 — komplement C3 gen.
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®Rezultati su prijavljeni za rs2230203.
PRezultati su prijavljeni za rs1257220 (R?= 0,98 s rs2460382).
°Rezultati su prijavljeni za rs909674 (R*= 0,91 s rs5757678).

Tablica 15. Geni znacajno povezani s N-glikanima IgG-a kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u prvotnom i validacijskom
istrazivanju. Rezultati su usporedeni s rezultatima GWAS-a na glikanima 1gG-a koji je obuhvatio najveéi broj ispitanika europskog porijekla (25) te su prikazani
za istovjetnu glikan-SNP asocijaciju ili za SNP u LD-u (R?> 0,5) sa SNP-om identificiranim u ovom istraZivanju i istovjetnim smjerom efekta na glikanske

udjele.

Prvotno, DanDiabKids (N = 1105) Validacijsko, Opéa
DanDiabKids (N | europska
= 455) populacija

(N = 8090)
(25)
Glikan | Glikanska Lokus Gen SNP N N OA, R? P Beta P Beta P
struktura (kandidat) (SNP) MA, (SE) (SE)
MAF
IGP16 | FA2[3]G1S1 | 3:186 741 | ST6GAL1 | rs3872724 |1 1056 | G, A |0,09 |181lE- |-0,16 2,21E- | -0,14 8,63E-65°
221 (0,37) 22 (0,016) |05 (0,032)
IGP16 | FA2[3]G1S1 | 3:186 743 | ST6GAL1 | rs4686838 | 1 1056 | A, G |0,06 |1,09E- |-0,13 1,06E- | -0,12 6,94E-15
053 (0,44) 15 (0,016) | 04 (0,080)
IGP6 FA2B 22:39 843 |/ (MGAT3) | rs5757678 |2 1056 | A, G |0,05 | 1,57E- | 0,39 4,61E- | 0,49 2,35E-18°
409-39 844 (0,27) 13 (0,052) |07 (0,096)
793
IGP10 | FA2[6]BG1 22:39 778 | SYNGR1 rs5757680 | 4 1045 |G, A |01 2,12E- | 0,41 1,60E- | 0,56 5,96E-27°
167-39 844 | (MGAT3) (0,26) 26 (0,038) | 14 (0,07)
793
IGP10 | FA2[6]BG1 22:39 738 | SYNGR1 rs137702 12 1048 | G, A | 0,05 |595E- | 0,31 4,07E- | 0,33 3,64E-18°
501-39 756 | (MGAT3) (0,24) 14 (0,041) | 05¢ (0,080)
985
IGP11 | FA2[3]BG1 22:39 778 | SYNGR1 rs5757680 | 4 1045 | G, A | 0,05 | 1,63E- | 0,04 4,24E- | 0,03 6,18E-14°
167-39 844 | (MGAT3) (0,26) 13 (0,005) |05 (0,008)
793
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IGP15 FA2BG2 22:39,778, | SYNGR1 rs5757680 1045 |G, A | 0,06 | 1,04E- |0,12 8,27E- | 0,16 1,89E-122
167- (MGAT?3) (0,26) 15 (0,015) |10 (0,026)
39,844,793

IGP15 FA2BG2 22:39,739, | SYNGR1 rs137702 1048 | G, A |0,04 |288E-]|0,1 3,03E- | 0,09 Asocijacija
638- (MGAT?3) (0,24) 10 (0,016) | 03d (0,029) | nije
39,756,985 Erijavljena

IGP19 FA2BG2S1 22:39,843, | / (MGAT3) | rs5757680 1045 |G, A | 0,04 |1,38E-|0,1 8,17E- | 0,11 4,63E-10°
409- (0,26) 10 (0,016) | 05 (0,027)
39,844,793

IGP23 FA2G2S2 22:39,843, | / (MGAT3) | rs5757680 1045 | G, A | 0,04 |5,04E- | -0,19 1,22E- | -0,16 1,20E-202
409- (0,26) 11 (0,028) |03 (0,050)f
39,844,793

IGP24 FA2BG2S2 22:39,843, | / (MGAT3) | rs5757680 1045 |G, A |0,04 | 7,65E-|0,12 8,33E- | 0,13 Asocijacija
409- (0,26) 12 (0,017) |06 (0,029) ”ij_? ]
39,844,793 Erljavljena

Istaknute asocijacije su identificirane u ovom istrazivanju, dok u istrazivanju opée europske populacije navedene asocijacije nisu prijavljene. Lokus je
predstavljen s oznakama pripadajuceg kromosoma te pozicijom pripadajué¢ih SNP-ova. Rezultati su prijavljeni za GRCh Build 37, a aleli su poravnati s lllumina
TOP lancem. LD je odreden koristenjem preglednika SNiPA (150) i SNP-ovi su pridruzeni istovjetnom genskom intervalu na temelju LD-a (R>> 0.5) s
najznacajnijim SNP-om unutar intervala. Efekt (beta) predstavlja promjenu relativne zastupljenosti glikana (%) i prijavljen je za rijetki alel. GP — glikanski pik,
N (SNP) — ukupan broj SNP-ova unutar povezanog genskog intervala, N — broj ispitanika, OA — drugi/Cesti alel (engl. other/major allele), MA — rijetki alel
(engl. minor allele), MAF — frekvencija rijetkog alela (engl. minor allele frequency), R?— postotak objasnjene glikanske varijacije, STEGAL1 — gen za ST6 f-
galaktozid a-2,6-sijaliltransferazu 1, SYNGR1 - sinaptogirin 1 gen, MGAT3 — gen za manozil (B-1,4-)-glikoprotein p-1,4-N-acetilglukozaminiltransferazu.
*Rezultati su prijavljeni za rs8137426 (R*= 1 s rs5757680).
PRezultati su prijavljeni za rs6001585 (R*= 0,58 s rs137702).
°Rezultati su prijavljeni za rs5757637 (R*= 0,46 s rs137663).
Rezultati su prijavljeni za rs4821887 (R?= 0,98 s rs137707).
®*Rezultati su prijavljeni za rs3821819 (R?= 0,69 s rs3872724).
"Rezultati su prijavljeni za rs5757678 (R*= 0,99 s rs5757680).
"SNP najblizi po LD-u za navedenu asocijaciju u opéoj europskoj populaciji je rs4821897 (R?= 0,37 s rs137702, p = 1.15E-12).
*U opéoj europskoj populaciji IGP24 je isklju¢ivo povezan s ST6GAL1 na kromosomu 3.
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3.6. Identifikacija novog gena povezanog s razinama N-glikana ukupnih
plazmatskih proteina

Dva SNP-a, nesinonimni rs1047286 (p.Pro314Leu) i sinonimni rs2230203, u visokom LD-u

smjeStena na kromosomu 19 unutar C3 egzona znacajno su povezana S razinama

oligomanoznog Man9 glikana ukupnih plazmatskih proteina. Najznacajniji C3 SNP (p = 2,43E-

11), rs1047286, objasnio je 4 % varijacije povezanog Man9 glikana. U prethodnim GWAS-ima

N-glikana plazmatskih proteina nije prijavljena povezanost N-glikana s ovim genom (26).

Najznacajnija genska asocijacija s N-glikanima ukupih plazmatskih proteina zabiljezena je za
GP6 glikan, srzno fukozilirani glikan s raévaju¢im GlcNAc-om. GP6 glikan povezan je s dva
SNP-a (rs575767 i rs5757680) smjeStena na kromosomu 22 u intronu N-
acetilglukozaminiltransferaze  MGAT3 (engl. mannosyl (B-1,4-)-glycoprotein B-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase gene). Najznacajniji SNP, rs5757678, objasnio je 4 % varijacije
GP6 glikana. Povezanost IgG glikana (GP10) iste glikanske strukturu kao i GP6, ili usporednog
glikana ukoliko je koriStena razli¢ita tehnologija analize glikana, s MGAT3 je ve¢ prijavljena
(29), (140), (25). SNP-ovi povezani s GP6 u prethodnim GWAS-ima (rs909674, rs73167342 i
rs4821897) su u visokom LD-u (R? > 0,9) s MGAT3 SNP-ovima identificiranim u ovom

istrazivanju.

SNP rs2460382 na kromosomu 2 u intronu N-acetilglukozaminiltransferaze MGAT5 povezan
je s triantenarnim N-glikanom ukupnih plazmatskih proteina (GP29) te je objasnio 4 %
varijacije ovog glikana. MGAT5 prethodno je najceS¢e bio povezan s tetraantenarnim N-

glikanima uz one triantenarne (26-28).

3.7. 1gG N-glikani koreliraju s poznatim N-glikoziltransferaznim lokusima

SNP-ovi povezani s N-glikanima 1gG-a na kromosomu 22 smjesSteni Su U dva genska intervala
definirana prema LD-u (R? > 0,5) s najznacajnijim SNP-om unutar svakog intervala. Cetiri
SNP-a prvom genskom intervalu predstavljaju najznacajnije genske asocijacije s 1gG N-
glikanima. Najznacajniji SNP (p = 2,12E-26) u ovom genskom intervalu, rs5757680, smjesten
je u intergenskom podruéju u blizini MGAT3 i objasnjava najveci postotak varijacije IgG N-
glikana. SNP rs5757680 objasnio je 10 % varijacije povezanog GP10 glikana, koji po strukturi
odgovara GP6 glikanu ukupnih plazmatskih proteina (za vise detalje o strukturi i replikacijama
asocijacija u literaturi vidjeti odjeljak povise). Ukratko, SNP-ovi unutar MGAT3 povezani su s

porastom udjela srzno fukoziliranih N-glikana s racvaju¢im GlcNAc-om i padom udjela srzno
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fukoziliranih disijaliniziranin N-glikana bez rac¢vaju¢eg GIcNAc-a. Suprotan ucinak na

spomenute N-glikane prijavljen je u prethodnim GWAS-ima (25), (29), (140).

SNP-ovi na drugom genskom intervalu na kromosomu 22 koji ukljuc¢uje SYNGR1 gen (engl.
synaptogyrin 1 gene) su takoder u blizini MGAT3 gena. Prethodni GWAS-i povezali su ovo

gensko podrucje s N-glikanima s ra¢vaju¢im GlcNAc-om (27).

U ovom istrazivanju takoder je otkrivena nova glikanska asocijacija podrucja u blizini MGAT3
s IGP24 glikanom koji predstavlja srzno fukozilirani biantenarni digalaktozilirani
disijalinizirani glikan. Implicirani SNP-ovi objasnili su 4 % varijacije 1GP24 glikana. U
prethodnom GWAS-u IGP24 je bio iskljucivo povezan sa sijaliltransferaznim genom ST6GAL1
(engl. ST6 B-galactoside o-2,6-sialyltransferase 1 gene) (25). Takoder, najznacajnije genske
asocijacije u ovom istrazivanju su one izmedu IgG glikana i MGAT3, dok je u op¢oj europskoj

populaciji navedeno pokazano za ST6GAL1 (25).

Dva SNP-a u intronu sijaliltransferaze ST6GAL1 na kromosomu 3 povezana su s GP16
glikanom, monosijaliniziranim 1gG N-glikanom. Najznacajniji SNP (p = 1,81E-22) u ovoj
regiji, rs3872724, objasnio je 9 % varijacije GP16 glikana. Navedene ST6GAL1 asocijacije su
prethodno prijavljene (25).
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3.8. Validacijska kohorta

U manjoj validacijskoj kohorti na uzorku koji je uz 190 djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti
tipa 1 ukljucio i 265 zdravih ispitanika, replicirane su novoidentificirane glikanske asocijacije
iz prvotnog istrazivanja. Tablica 16 prikazuje SNP-ove zna¢ajno povezane s N-glikanima IgG-
a ili ukupnih plazmatskih proteina u validacijskoj kohorti.

Tablica 16. SNP-ovi znacajno povezani s N-glikanima IgG-a ili ukupnih plazmatskih proteina u
validacijskoj kohorti kod djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i zdravih ispitanika.

Krom. Gen (kandidat) GP SNP P-vrijednost Beta (SE)

3 ST6GAL1 IGP16 rs3872724 1,22E-05 -0,06 (0,01)
3 ST6GAL1 IGP16 rs4686838 7,96E-05 -0,05 (0,01)
19 C3 GP19 rs2230203 4,87E-04 -0,05 (0,01)
22 / (MGAT3) GP6 rs5757678 7,16E-06 0,09 (0,02)
22 / (MGAT3) GP6 rs5757680 1,17E-05 0,09 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP6 rs5757678 7,57E-08 0,14 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP6 rs5757680 4,91E-07 0,13 (0,03)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP10 rs1010169 8,59E-07 0,10 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP10 rs137683 4,60E-04 0,08 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP10 rs137686 2,28E-04 0,08 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP10 rs137690 2,79E-04 0,08 (0,02)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP10 rs2413589 2,80E-04 0,08 (0,02)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP10 rs4821887 1,52E-04 0,09 (0,02)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP10 rs5757650 9,65E-07 0,10 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP10 rs5757678 2,95E-13 0,15 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP10 rs5757680 4,53E-13 0,15 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP10 rs9611156 2,94E-04 0,08 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP11 rs5757678 2,82E-05 0,08 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP11 rs5757680 3,60E-05 0,08 (0,02)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP15 rs1010169 1,90E-05 0,09 (0,02)
22 SYNGR1 (MGAT3) IGP15 rs5757650 2,21E-05 0,09 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP15 rs5757678 4,87E-10 0,13 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP15 rs5757680 4,57E-10 0,13 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP19 rs5757678 3,01E-05 0,08 (0,02)
22 [ (MGAT3) IGP19 rs5757680 5,14E-05 0,08 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP23 rs5757678 3,12E-04 -0,08 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP24 rs5757678 3,22E-06 0,09 (0,02)
22 / (MGAT3) IGP24 rs5757680 3,81E-06 0,09 (0,02)

Rezultati su prijavljeni za GRCh Build 37, a aleli su poravnati s Illumina TOP lancem. Efekt je izrazen
kao log (izgleda) i prijavljen je za rijetki alel. Krom. — krromosom, N — broj ispitanika, GP — glikanski
pik ukupnih plazmatskih proteina, IGP — glikanski pik 1gG-a, OA — drugi/Cesti alel (engl. other/major
allele), MA — rijetki alel (engl. minor allele), MAF — frekvencija rijetkog alela (engl. minor allele
frequency), ST6GAL1 — ST6 B-galaktozid a-2,6-sijaliltransferaza 1 gen, SYNGR1 — sinaptogirin 1 gen,
MGAT3 — manozil (B-1,4-)-glikoprotein B-1,4-N-acetilglukozaminiltransferaza gen, C3 — komplement
C3 gen.
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Takoder, samo 16 % (R?= 0,16, p = 0,03) Man9 varijacije objasnjeno je linearnom korelacijom
s koncentracijom C3 proteina. Slika 13 prikazuje relativni udio Man9 glikana ukupnih
plazmatskih proteina u razli¢itim C3 rs2230203 genotipovima kod djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i1 zdravih ispitanika skupljenih kroz
DanDiabKids registrar, pri ¢emu je uz nize udjele Man9 povezane s C3 rs2230203 A alelom
prisutan i trend nizeg Man9 kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa SeCernom bolesti

tipa 1 u usporedbi sa zdravim ispitanicima.
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Slika 13. Udio Man9 glikana ukupnih plazmatskih proteina u razli¢itim C3 rs2230203 genotipovima u
validacijskoj kohorti kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Secernom bolesti tipa 1 i zdravih
ispitanika skupljenih kroz DanDiabKids registar, pri ¢emu je uz nize udjele Man9 povezane s C3
rs2230203 A alelom prisutan i trend nizeg Man9 kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa
Secernom bolesti tipa 1 u usporedbi sa zdravim ispitanicima.
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4. Rasprava

4.1. N-glikozilacija ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a kod djece i
adolescenata s novodijagnosticiranom Sec¢ernom bolesti tipa 1 i njihovih
zdravih srodnika

N-glikani ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a analizirani su kod 1917 djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa SeCernom bolesti tipa 1 te usporedeni izmedu 188 djece i adolescenata
novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 i njihova 244 zdrava srodnika. Ovo je najvece
istrazivanje N-glikozilacijskih promjena kod djece i prvo istrazivanje N-glikozilacijskih
promjena u ranoj fazi secerne bolesti tipa 1. Pronadene su znacajne razlike u N-glikomu 1gG-a
i ukupnih plazmatskih proteina izmedu djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom
bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika te je razvijen diskriminacijski model secerne bolesti
tipa 1 temeljen na N-glikanima. Pronadene su znacajne N-glikozilacijske razlike izmedu

spolova i s dobi dijagnoze sec¢erne bolesti tipa 1.

Prethodno istrazivanje N-glikozilacije ukupnih serumskih proteina i IgG-a kod odraslih
ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 povezalo je vise HbALc vrijednosti s pomakom N-
glikanskog profila prema kompleksnijim triantenarnim i tetraantenarnim N-glikanima na
serumskim proteinima (16), (139). U ovom istrazivanju, pri nastupu Secerne bolesti tipa 1
opazen je pomak u drugom smjeru, prema jednostavnijim N-glikanima, npr. jako jednostavnim
N-glikanima s terminalnim GIcNAc i manoznim ostacima na IgG-u i ukupnim plazmatskim
proteinima, nekim biantenarnim N-glikanima ukupnih plazmatskih proteina i N-glikanima s
ra¢vaju¢im GIlcNAc-om. Opisane promjene specificne za nastup Secerne bolesti tipa 1
sugeriraju da navedene promjene nisu samo odraz razlika u glikemijskoj kontroli i ukazuju na

njihovu potencijalnu vrijednost u predvidanju rizika razvoja Secerne bolesti tipa 1.

Znacajan porast struktura s terminalnim GICNAc i manoznim ostacima uocen je kod djece i
adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u usporedbi s njihovim zdravim
srodnicima. Porast razina MBL-a koji veze i terminalne manoze i GIcNAc-e prijavljen je kod
ispitanika sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (136), (161). U reumatoidnom artritisu, viSestruka
prezentacija 1gG N-glikana s terminalnim GIcNAc ostacima dovela je do aktivacije MBL-
ovisnog puta aktivacije sustava komplementa u napadnutim zglobovima (162), sto sugerira da
navedene N-glikozilacijske promjene potencijalno doprinose kroni¢noj upali zglobova.
Nadalje, pokazano je da se opisane promjene pojavljuju prije nastupa reumatoidnog artritisa
(163). U ovom istrazivanju djece i adolescenata s nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1

zabiljezen je porast udjela glikana koji sadrzi tri terminalna GlcNAc-a (FA2B) na IgG-u i
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ukupnim plazmatskim proteinima. Takoder, gen koji kodira glavni protein sustava
komplementa, C3 protein, povezan je s povecanim rizikom razvoja Secerne bolesti tipa 1 medu
HLA-DR4/4 nositeljima (164). IgG s prisutnim ra¢vaju¢im GIcNAc-om povezan je sa
sposobnoséu unistavanja ciljnih stanica kroz proces stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o
protutijelima (165), vaznog procesa tijekom eliminacije virusa koji su predlozeni kao jedan od

okidaca autoimunog procesa u secernoj bolesti tipa 1 (166).

Nadalje, porast udjela 1gG disijaliniziranih struktura te pad IgG asijaliniziranih struktura uocen
je kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u usporedbi s
njihovim zdravim srodnicima. Istrazivanja su povezala sijalinizaciju IgG-a s protuupalnim
svojstvima (97). Razlika u sijalinizaciji 1gG-a izmedu ispitivanih skupina vjerojatno odrazava

upalni proces tijekom nastupa Secerne bolesti tipa 1.

Pad udjela monogalaktoziliranih struktura takoder je uo¢en s nastupom Secerne bolesti tipa 1.
Isto opazanje prethodno je prijavljeno u jos jednoj autoimunoj bolesti, sistemskom eritemskom
lupusu (167), time predstavljaju¢i zajednicko N-glikozilacijsko obiljezje ovih autoimunih
bolesti. No, pad udjela monogalaktoziliranih FA2[3]G1 i FA2[6]G1 povezan je sa slabijom
glikemijskom kontrolom kod odraslih ispitanika sa secernom bolesti tipa 1 (16), (139) te bi se
vrijednost ovog svojstva u procjeni rizika Secerne bolesti tipa 1 trebala odrediti nakon korekcije

na razlike u glikemijskoj kontroli.

Znacajne N-glikozilacijske razlike uocene su izmedu spolova u veéini sluc¢ajeva s nastupom
puberteta, $to je pokazano i u prijaSnjem istrazivanju provedenom na 170 djece i adolescenata
(168). Medutim, strukture s ra¢vaju¢im GIcNAc-om prisutne na IgG-u i ukupnim plazmatskim
proteinima, oligomanozne strukture ukupnih plazmatskih proteina i ukupna srzna fukoza IgG-
a znacajno se razlikovala izmedu spolova i prije nastupa puberteta. Ispitivanje razlika u
spolovima izmedu glikana koji su povezani sa statusom Secerne bolesti tipa 1 bilo je od vaznosti
zbog moguce hormonalne komponente povezane sa Se¢ernom bolesti tipa 1 uzimajuéi u obzir
visu prevalenciju ove bolesti kod muskih ispitanika nakon nastupa puberteta (169). No, udjeli
nekih glikana visih kod djece i adolescenata sa secernom bolesti tipa 1 su bili visi, dok su udjeli
nekih glikana nizih kod djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 bili nizi u istom spolu.
1z tog razloga otezano je izvodenje zakljucaka o odrazu rizika razvoja ove bolesti na N-glikane
izmedu muskih i Zenskih ispitanika. Prethodno istrazivanje 130 djece i adolescenata prijavilo

je sliéne promjene IgG N-glikozilacije s dobi (170), ukazujuci da su dobne razlike prvenstveno
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odraz kronoloske dobi i da bi se detaljnija istrazivanja trebala provesti u svrhu identifikacije

glikanskih struktura povezanih s dobi dijagnoze Secerne bolesti tipa 1.

ZnT8R autoantitijela povezana su s udjelom digalaktoziliranog 1gG N-glikana s ra¢vaju¢im
GIcNAc-om (GP13). Porast broja razlicitih autoantitijela koji se smatra boljim prediktorom
progresije do Se¢erne bolesti tipa 1 od razina bilo kojeg pojedina¢nog autoantitijela (9) povezan
je s nekim visoko razgranatim strukturama ukupnih plazmatskih proteina. Navedeni rezultati
sugeriraju da varijacija nekih N-glikana odrazava autoimuni proces specifi¢an za Se¢ernu bolest
tipa 1. ZnT8A detektirana su kod 81 % djece koja razviju Sec¢ernu bolest tipa 1 (171), §to ¢ini
ova autoantitijela jako vaznima u predvidanju Se¢erne bolesti tipa 1. Medutim, udjeli GP13
glikana se nisu znacajno razlikovali izmedu oboljelih i zdravih ispitanika. U trenutnom
istrazivanju frakcija IgG-a specifi¢na za antigene Seéerne bolesti tipa 1 nije odijeljena od ne-
autoreaktivne 1gG frakcije. U buducnosti bi bilo vazno istraziti antigen-specificnu 1gG N-

glikozilaciju.

S obzirom da su uzorci ispitanika koriSteni u ovom istrazivanju skupljeni unutar tri mjeseca od
nastupa Secerne bolesti tipa 1 nije moguce zakljuciti prethode li N-glikozilacijske promjene
Secernoj bolesti tipa 1 ili pak reflektiraju procese u tijeku. Takoder, varijacija u glikozilaciji
proteina kao i koncentracija proteina mogla bi utjecati na opazene N-glikozilacijske promjene
ukupnih plazmatskih proteina. No s druge strane, zna¢ajne asocijacije su uo¢ene izmedu Secerne
bolesti tipa 1 i N-glikozilacije i na razini pojedina¢nog IgG proteina te zahtijevaju daljnja
istrazivanja. Vazan daljnji korak takoder predstavlja evaluacija ucinkovitosti predikcijskog
modela Se¢erne bolesti tipa 1 na neovisnoj populaciji. Nadalje, u ovom istrazivanju pubertet je
definiran s obzirom na dob ispitanika, dok bi klini¢ka procjena predstavljala precizniju
procjenu. Glikanski podaci nisu standardizirani na terapiju s obzirom da ta informacija nije bila
dostupna kroz registar. No, prijasnja istrazivanja ukazuju na niske uéinke na udjele malog broja
glikana povezane s primjenom inzulina (172). Ukoliko su zdravi srodnici dijagnosticirani sa
Se¢ernom bolesti tipa 1 iznad 18 godina Zivota njihov zdravstveni status nije bilo moguce pratiti
putem DanDiabKids registra. U ovom sluc¢aju ispitanici se upucuju u klinike za pracenje
odraslih ispitanika sa Secernom bolesti tipa 1 te je status razvoja secerne bolesti tipa 1 kod ovih
ispitanika nesigurniji nego kod mladih ispitanika koji su praceni dulje vrijeme. Incidencija
Secerne bolesti tipa 1 znatno pada nakon pubrteta s porastom dobi (169) te se time smanjuje
vjerojatnost da su odrasli ispitanici praceni kroz kra¢i period razvili secernu bolest tipa 1. S
druge strane, jedna od najvecih prednosti ovog istrazivanja je upravo ispitivana populacija koja

ukljucuje djecu i adolescente s nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1, bez komorbiditeta
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koji prate odrasle ispitanike sa Secernom bolesti tipa 1. Na ovaj nac¢in moguce je preciznije

istrazivanje N-glikozilacijskih promjena povezanih sa Se¢ernom bolesti tipa 1.

Ranija intervencija u svrhu prevencije Secerne bolesti tipa 1 bila bi potpomognuta
identifikacijom pojedinaca s vi§im rizikom razvoja Seerne bolesti tipa 1 te se iz tog razloga
vodi dugotrajna potraga za novim biomarkerima ove bolesti. Glavni doprinos ovog istrazivanja
je definicija N-glikozilacijskih promjena tijekom nastupa Secerne bolesti tipa 1. Navedeno je
omogucilo razvoj prediktivnog modela Se€erne bolesti tipa 1 koji bi mogao imati klinicku
vrijednost (AUC > 0,9). PredloZeni model nadmasuje genski izracun rizika (engl. genetic risk
score) koji u kombinaciji s klini¢kim podacima ostvaruje AUC od 0,79 (173) te je usporedive
uc¢inkovitosti s nedavno poboljsanom verzijom ovog izracuna (12). Ukljucenje genskih i
klinickih podataka u diferencijalni N-glikozilacijski model Secerne bolesti tipa 1 bi moglo
dodatno optimizirati predikciju. Vazan buduc¢i korak u svrhu procjene ucinkovitosti
prediktivnog modela Secerne bolesti tipa 1 temeljenog na N-glikanima predstavlja istrazivanje
N-glikozilacijskih promjena kod ispitanika s nastupom autoimunog procesa, a prije razvoja
klini¢ke Secerne bolesti. Zanimljivo zapazanje uo¢eno je kod dva zdrava srodnika koja su unutar
pet i devet godina od uzorkovanja razvila Se¢ernu bolest tipa 1. Dva zdrava srodnika kasnije u
zivotu dijagnosticirana sa SeCernom bolesti tipa 1 imala su jako niske udjele
monogalaktozilacije (ispod Q1) u trenutku uzorkovanja. Ovo glikansko svojstvo je bilo
znacajno smanjeno kod djece i adolescenata pri nastupu Secerne bolesti tipa 1 u usporedbi s

njihovim zdravim srodnicima.

U zaklju¢ku, ovo istrazivanje opisalo je znac¢ajne N-glikozilacijske promjene koje prate nastup
Secerne bolesti tipa 1 te omogucilo razvoj prediktivnog modela Se¢erne bolesti tipa 1 temeljenog
na N-glikozilacijskim svojstvima. Takoder, ovo istrazivanje provedeno na velikom broju djece
i adolescenata potvrdilo je istrazivanja N-glikozilacijskih promjena izmedu spolova i onih
povezanih s dobi do sada provedena na malom broju ispitanika te je otkrilo i neke nove
promjene povezane s navedenim osobinama. Porast broja razlic¢itih autoantitijela, boljeg
prediktora progresije prema Seéernoj bolesti tipa 1 od razina bilo kojeg pojedina¢nog
autoantitijela, povezan je sa specifiénim promjenama plazmatskog N-glikoma. Navedeno
ukazuje na vaznost daljnjih istrazivanja N-glikozilacijskih promjena i njihovog ucinka na

Secernu bolest tipa 1.
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4.2. Korelacija genoma i N-glikoma ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a kod
djece i adolescenata s novodijagnosticiranom secernom bolesti tipa 1 i

njihovih zdravih srodnika
Ovo istrazivanje provedeno je u svrhu otkrivanja gena povezanih s N-glikozilacijskim
promjenama ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a koje prate nastup Secerne bolesti tipa 1.
Unutar ispitivane populacije od 1105 novodijagnosticiranih ispitanika sa secernom bolesti tipa
1 potvrdena je povezanost N-glikoma s tri prethodno identificirana N-glikozilacijska lokusa
(MGAT3, MGAT5 i1 ST6GAL1) (25), (26), te je otkriven novi lokus povezan s N-glikozilacijom,
C3 lokus na kromosomu 19.

U manjoj validacijskoj kohorti na uzorku koji je uz 190 djece i adolescenata sa Sec¢ernom bolesti
tipa 1 uklju¢io i 265 zdravih ispitanika, testirane su genske asocijacije s N-glikanima
identificirane u prvotnom istrazivanju. U ovom dijelu istrazivanja koristeni su uzorci oboljelih
opcom populacijom te su asocijacije testirane na objedinjenom uzorku zdravih i oboljelih
ispitanika, uz dodatnu korekciju statistickog modela na interakciju izmedu statusa bolesti i
genotipa (nije bilo znacajnih asocijacija). Replicirane su sve novoidentificirane genske

asocijacije.
4.3. Korelacija C3 gena i oligomanoznog Man9 glikana s ukupnih plazmatskih

proteina u novodijagnosticiranoj Sec¢ernoj bolesti tipa 1
Dva SNP-a u visokom LD-u (R? = 0,85) unutar C3 egzona povezana su s udjelima Man9 glikana
ukupnih plazmatskih proteina, nesinonimni rs1047286 koji urokuje promjenu ciklicke u
aciklicku aminokiselinu (p.Pro314Leu) te sinonimni rs2230203. C3 kodira komponentu C3
sustava komplementa, glavni protein sva tri aktivacijska puta sustava kmplementa koji je
odgovoran za obranu od mikroorganizama te uklanjanje razli¢itih antigena u organizmu Kkoji
ukljuéuju i auto-antigene, medu drugim vaznim imunoloskim funkcijama (174). C3-Man9
asocijacija, nova genska asocijacija s N-glikanima, potvrdena je u validacijskom istrazivanju,
koristenjem uzoraka ispitanika iz obiteljskog registra djece i adolescenata sa Se¢ernom bolesti
tipa 1 i njihovih zdravih srodnika (34). Koristenjem javno dostupnih rezultata GWAS-a N-
glikana ukupnih plazmatskih proteina u opcoj europskoj populaciji (175) potvrdena je
povezanost Man9 glikana ukupnih plazmatskih proteina s C3 rs2230203 (p = 1,33E-03),
medutim u toj kohorti nije dostignuta genome-wide znacajnost $to bi moglo znaciti da je efekt

ovog SNP-a veéi u Secernoj bolesti tipa 1. Jos jedan C3 SNP, rs2230199, prethodno je povezan
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s povecanim rizikom od razvoja secerne bolesti tipa 1 medu HLA-DR4/4 nositeljima, genotipom
koji predstavlja drugi najveci rizik za razvoj Secerne bolesti tipa 1 (164). C3 rs2230199 je u
visokom LD-u s oba C3 SNP-a identificirana u ovom istrazivanju (R? = 0,82 s rs1047286; R?

= 0,7 srs2230203), time podupiruci znac¢ajnost navedenih otkrica.

Iz navedenih rezultata te s obzirom da C3 protein sadrzi Man9 glikan na svojoj povrsini (176),
izvedena je hipoteza o upletenosti C3 proteina u identificiranu C3-Man9 asocijaciju. A alel C3
rs1047286 uzrokuje promjenu ciklicke u aciklicku aminokiselinu C3 proteina te je povezan s
padom Man9 glikana ukupnih plazmatskih proteina u prvotnom istrazivanju. Promjena
aminokiseline unutar C3 proteina bi potencijalno mogla povecati dostupnost ovog
glikozilacijskog mjesta glikoziltransferazama te dovesti do pada razina Man9 glikana uslijed
daljnjeg procesiranja. U svrhu validacije C3 proteina kao proteina impliciranog u navedenu
asocijaciju, u validacijskoj kohorti ispitana je povezanost koncentracije C3 i udjela Man9 te je
pokazano da se samo 16 % varijacije Man9 u plazmi mozZe objasniti lineranim porastom
koncentracije C3 proteina. Navedeno potvrduje da ova genska asocijacija nije samo odraz
promjene koncentracije C3 u plazmi. S obzirom da je Man9 smjesten na C3 domeni uklju¢enoj
u vezanje patogena (177), opisane promjene mogle bi utjecati na aktivaciju sustava
komplementa medu nositeljima rs1047286 i rs2230203 A alela. Nadalje, prethodna istrazivanja
ukazuju na vecu aktivaciju sustava komplementa alternativnim putom kod ispitanika s
rs1047286 A alelom (178).

4.4. Korelacija 1gG N-glikana s MGAT3 N-glikoziltransferaznim lokusom u

novodijagnosticiranoj Secernoj bolesti tipa 1

N-glikani s ra¢vaju¢im GIcNAc-om ukupnih plazmatskih i IgG proteina znac¢ajno su povezani
sa SNP-ovima u blizini MGAT3 gena koji je odgovoran za sintezu proteina koji dodaje ra¢vajuci
GIcNAC na postojecu glikansku strukturu (108). Gotovo polovica svih MGAT3-povezanih 1gG
N-glikana prethodno je znacajno povezana sa SNP-om u visokom LD-u s najznadajnijim
MGAT3 SNP-om identificiranim u ovom istrazivanju (25), (29). S obzirom da MGAT3 kodira
enzim odgovaran za sintezu povezanih N-glikana (108), MGAT3 predstavlja bioloski
najizglednijeg kandidata odgovornog za navedene genske asocijacije. Zanimljivo zapazanje
uoceno je za MGAT3; MGATS je pokazao najznacajniju asocijaciju s 1IgG N-glikozilacijom od
svih identificiranih genskih lokusa u ovom istrazivanju, $to nije bio sluc¢aj u prethodnim
GWAS-ima na opcoj europskoj populaciji gdje je isto opazeno za sijaliltransferazu ST6GAL1
(25), (29), (31).
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Nadalje, navedeno istrazivanje otkrilo je novu glikansku asocijaciju MGATS3 s disijaliniziranim
glikanom koji je u opéoj europskoj populaciji bio isklju¢ivo povezan sa sijaliltransferazom
ST6GALL (25). Prethodna istrazivanja povezala su smanjenu ST6GALL ekspresiju u stanicama
odgovornim za produkciju IgG-a sa SNP-ovima prethodno povezanim sa Se¢ernom bolesti tipa
1 (179). Takoder, SNP-ovi implicirani u novoidentificranu asocijaciju povezani su S

promijenjenom MGATS3 ekspresijom u relevantnim tkivima (180), (181).

IgG strukture s ra¢vajuc¢im GlcNAc-0m povezane su sa Sposobnoscu unistavanja ciljnih stanica
kroz proces stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne 0 antitijelima (165), vaznog procesa tijekom
eliminacije virusa koji su predlozeni kao jedan od okidaca autoimunog procesa u Secernoj
bolesti tipa 1 (166). Porast razina lektina koji veze terminalnu manozu i GIcNAc te time aktivira
jedan od putova sustava komplementa, te s njim povezanim serinskim proteazama prijavljen je
u Secernoj bolesti tipa 1 (136), (182). S obzirom da je u obiteljskom istrazivanju zabiljeZzeno
poveéanje struktura s ra¢vaju¢im GIcNAc-om i oligomanoznih struktura na ukupnim
plazmatskim proteinima i 1gG-u kod djece i adolescenata s nedavnim nastupom secerne bolesti

tipa 1, navedeno podupire potencijalnu vaznost navedenih asocijacija u Se¢ernoj bolesti tipa 1.

ViSestruka prezentacija 1gG struktura s terminalnim GIcNAc-om dovela je do aktivacije MBL-
puta sustava komplementa u napadnutim zglobovima u reumatoidnom artritisu (162), dok je
kimerni mi$ji model ljudskog IgGl s terminalnim manozama neucinkovit u vezanju
komponente komplementa C1q, C1 aktivaciji i s kra¢im vremenom poluZzivota (183). Medutim,

za MGAT3 do sada nije prijavljena povezanost sa Se¢ernom bolesti tipa 1.

4.5. Korelacija N-glikana ukupnih plazmatskih proteina s MGAT5 N-

glikoziltransferaznim lokusom u novodijagnosticiranoj Secernoj bolesti tipa

1

Gen koji kodira protein odgovaran za sintezu visoko razgranatih N-glikana (108), MGATS5,
povezan je s triantenarnim GP29 glikanom ukupnih plazmatskih proteina. Enzimski produkt
MGAT5 (GNT-V) odgovoran je za sintezu visoko razgranatih tetraantenarnih N-glikana kroz
ekstenziju o-1,6-vezane srzne manoze s GIcNAc-om. GNT-V takoder katalizira i sintezu
triantenarnih N-glikana u slucaju kada se dvije grane pruzaju s a-1,6-vezane srzne manoze,
umjesto s a-1,3-vezane srzne manoze (108). U prethodnim GWAS-ima MGAT5 povezan je i s

triantenarnim N-glikanom uz tetraantenarne (26-28).

Pokazano je da razgranatost N-glikanskih struktura $titi od autoimunog napada (118).

Prisutnost visoko razgranatog N-glikana sintetiziranog djelovanjem GNT-V ogranicava
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aktivaciju limfocita T, dok se kod MGAT5-negativnih miSeva pojavljuje nekoliko autoimunih
fenotipova (114). Inhibitorni glikoprotein aktivacije limfocita T, genski produkt jednog od
uzro¢nih gena kandidata Secerne bolesti tipa 1, CTLA-4 (129), pokazuje povecano retencijsko
vrijeme na povrsini limfocita T posredovano prisutnoséu razgranatog N-glikana sintetiziranog
djelovanjem GNT-V (103). Obiteljsko istrazivanje u kojem su testirani geni povezani sa
Se¢ernom bolesti tipa 1 prijavilo je povezanost jos jednog MGAT5 SNP-a i Se¢erne bolesti tipa
1 (184). U obiteljskom istrazivanju, udjeli povezanog GP29 glikana su bili znacajno poviseni
kod djece i adolescenata novodijagnosticiranih sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u usporedbi s
njihovim zdravim srodnicima, sugerirajuci potencijalnu vaznost MGAT5 u Secernoj bolesti tipa
1.

4.6. Korelacija N-glikana IgG-a sa sijaliltransferazom ST6GAL1 u

novodijagnosticiranoj Sec¢ernoj bolesti tipa 1
Sijaliltransferaza ST6GAL1 povezana je s udjelom monosijaliniziranog 1gG N-glikana kod
djece i adolescenata s nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1. ldentificirane ST6GAL1
asocijacije prethodno su prijavljene u opc¢oj europskoj populaciji (25). Proupalno i bioloski
staro stanje 1gG N-glikana predstavljeno padom galaktozilacije i sijalinizacije 1gG-a prijavljeno
je u Secernoj bolesti tipa 2 (88), (97) te je ST6GALL identificiran kao novi uzro¢ni gen kandidat
Secerne bolesti tipa 2 u nedavno objavljenom GWAS-u na ispitanicima europskog porijekla
(185). Pokazano je da hiposijalinizirani 1gG aktivira endotelni 1gG receptor FcyRIIB te dovodi
do inzulinske rezistencije, dok je obnovljena IgG sijalinizacija uspjela odrzati inzulinsku
osjetljivost (186). Takoder, jednom sijalinizirani IgG pretvara se u protuupalnog

medijatora (97).

U obiteljskom istrazivanju nije bilo znacajnih razlika izmedu djece i adolescenata s
nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1 1 njihovih zdravih srodnika u udjelima
ST6GAL1-povezanog monosijaliniziranog N-glikana, potencijalno sugeriraju¢i da ova
genska asocijacija nije specifi¢na za Secernu bolest tipa 1. Medutim, disijalinizirane IgG
strukture su rasle kod djece i adolescenata s nedavnim nastupom Sec¢erne bolesti tipa 1 u
obiteljskom istrazivanju, dok su asijalinizirane I1gG strukture padale u ovoj skupini.
Takoder, prethodna istrazivanja su pokazala da je promjena ST6GAL1 ekspresije
povezana sa SNP-ovima prethodno povezanim sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (179). Uloga

sijalinizacije u patogenezi sec¢erne bolest tipa 1 bi se trebala dalje istraziti.
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Ukratko, ovo istrazivanje djece i adolescenata s nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1
potvrdilo je poznate N-glikozilacijske lokuse, ali ujedno i identificiralo nove N-glikanske
asocijacije. Tri genska lokusa su prethodno identificirani N-glikozilacijski lokusi. Novi genski
lokus povezan s N-glikozilacijom ukupnih plazmatskih proteina je gen koji kodira glavni
protein sva tri puta aktivacije sustava komplementa, C3 gen na kromosomu 19. Rezultati ovog
istrazivanja ukazuju na vaznost daljnjih istrazivanja genskih polimorfizama i njihovih
povezanih N-glikozilacijskih promjena, posebice jer bi navedeno moglo identificirati nove
molekularne putove koji su nepoznati za ve¢inu polimorfizama povezanih sa Se¢ernom bolesti

tipa 1.
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Ovo istrazivanje omogucilo je definiranje N-glikozilacijskih promjena ukupnih plazmatskih
proteina i 1gG-a karakteristicnih za ranu fazu Secerne bolesti tipa 1 koje se razlikuju od N-
glikozilacijskih promjena prethodno opisanih kod odraslih ispitanika sa se¢ernom bolesti tipa
1 i nereguliranom glikemijom. Seéerna bolest tipa 1 povezana je s porastom oligomanoznih N-
glikana i N-glikana s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom te padom monogalaktoziliranih N-
glikana ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a, kao i s porastom disijaliniziranih N-glikana 1gG-
a.

Pronadene su znacajne N-glikozilacijske razlike izmedu spolova i s dobi dijagnoze Secerne
bolesti tipa 1. Znacajne N-glikozilacijske razlike uoc¢ene su izmedu spolova u vecini slucajeva
s nastupom puberteta, medutim, strukture s ra¢vaju¢im GlcNAc-om prisutne na IgG-u i
ukupnim plazmatskim proteinima, oligomanozne strukture ukupnih plazmatskih proteina i
ukupna srzna fukoza IgG-a znacajno se razlikovala izmedu spolova i prije nastupa puberteta.
Ovo istrazivanje provedeno na velikom broju djece i adolescenata potvrdilo je prethodna
istrazivanja N-glikozilacijskih promjena do sada provedena na malom broju ispitanika te je
otkrilo i neke nove promjene povezane s navedenim osobinama koje bi se trebale uzeti u obzir

u daljnjim istrazivanjima biomarkerskog potencijala N-glikana u Se¢ernoj bolesti tipa 1.

ZnT8R autoantitijela povezana su s udjelom digalaktoziliranog 1gG N-glikana s ra¢vaju¢im
GIcNAc-om. Porast broja autoantitijela, boljeg prediktora progresije do Se¢erne bolesti tipa 1
od razina bilo kojeg pojedina¢nog autoantitijela (9), povezan je s nekim visoko-razgranatim N-
glikanskim strukturama ukupnih plazmatskih proteina. Navedeni rezultati sugeriraju da
varijacija odredenih N-glikana odrazava autoimuni proces specifi¢an za Se¢ernu bolest tipa 1.

U budu¢nosti bi bilo vazno istraziti antigen-specifi¢nu IgG N-glikozilaciju.

Glavni doprinos ovog istrazivanja je definicija N-glikozilacijskih promjena karakteristi¢nih za
ranu fazu Secerne bolesti tipa 1. Navedeno je omogucilo razvoj prediktivnog modela Sec¢erne
bolesti tipa 1 koji bi mogao imati klini¢ku vrijednost (AUC > 0,9). Modeli temeljeni na N-
glikanima ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a su pokazali jako dobru diskriminacijsku mo¢

izmedu djece i1 adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika. Dobiveni
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rezultati bi mogli doprinijeti identifikaciji rizicnih pojedinaca u sklopu istrazivanja prevencije

Secerne bolesti tipa 1.

Tri prethodno identificirana N-glikozilacijska lokusa (MGAT3, MGATS5 i ST6GAL1) povezana
su s razinama N-glikana u ovom istrazivanju te je otkriven novi lokus povezan s N-
glikozilacijom, C3 lokus na kromosomu 19 koji kodira glavni protein sustava komplementa.
Dva SNP-a visoke stope neravnoteze vezanosti gena unutar C3 egzona, nesinonimni rs1047286
koji uzrokuje promjenu ciklicke u aciklicku aminokiselinu (p.Pro314Leu) i sinonimni
rs2230203, povezana su s razinama oligomanoznog Man9 glikana ukupnih plazmatskih
proteina.

S obzirom da se Man9 glikan nalazi na domeni komponente C3 sustava komplementa (C3)
ukljucenoj u interakciju patogena i C3 proteina (177), promjene u razinama Man9 mogle bi
potencijalno interferirati s aktivacijom sustava komplementa u Se¢ernoj bolesti tipa 1. Samo 16
% varijacije Man9 u plazmi se objasnilo linearnim porastom koncentracije C3 proteina sto
potvrduje da ova genska asocijacija nije samo odraz promjene koncentracije C3 u plazmi.
Navedena otkri¢a pruzaju temelje za daljnja istrazivanja mehanizama koji reguliraju N-

glikozilaciju u Se¢ernoj bolesti tipa 1.

N-glikoziltransferazni gen MGAT3 odgovoran za sintezu proteina koji dodaje rac¢vajuéi
GlcNAc na postoje¢u glikansku strukturu (108) pokazao je najznacajniju asocijaciju s N-
glikozilacijom od svih identificiranih genskih lokusa u ovom istrazivanju, $to nije bio slucaj u
prethodnim GWAS-ima na opcoj europskoj populaciji gdje je isto pokazano za
sijaliltransferazu ST6GALL (25). Takoder, otkrivena je nova N-glikanska asocijacija ovog gena
koja je u opcoj europskoj populaciji prijavljena iskljuc¢ivo za ST6GAL1 (25). S obzirom da je u
obiteljskom istrazivanju zabiljezeno povecanje struktura s ra¢vaju¢im GlcNAc-om na ukupnim
plazmatskim proteinima i 1gG-u kod djece i adolescenata s nedavnim nastupom $ec¢erne bolesti

tipa 1, navedeno podupire potencijalnu vaznost navedenih asocijacija u Secernoj bolesti tipa 1.

Sijaliltransferaza ST6GAL1 povezana je s udjelom monosijaliniziranog 1gG N-glikana za kojeg

nisu dokazane znacajne razlike izmedu djece i adolescenata s nedavnim nastupom Secerne
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bolesti tipa 1 i njihovih zdravih srodnika, potencijalno sugerirajuci da ova genska asocijacija
nije specifi¢na za Secernu bolest tipa 1. Istovremeno, disijalinizirane 1gG strukture rastu kod
djece i adolescenata s nedavnim nastupom Secerne bolesti tipa 1, dok asijalinizirane IgG
strukture padaju. S obzirom da su prethodna istrazivanja povezala promjenu ST6GAL1
ekspresije sa SNP-ovima povezanim sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (179), uloga sijalinizacije u

patogenezi Secerne bolest tipa 1 bi se trebala dalje istraziti.

N-glikoziltransferazni gen MGAT5 povezan je s visoko razgranatim triantenarnim GP29
glikanom ukupnih plazmatskih proteina koji je ujedno povezan i sa Se¢ernom bolesti tipa 1 u
ovom istrazivanju. Uloga visoko razgranatih N-glikana sintetiziranih djelovanjem enzimskog
produkta MGAT5 u razvoju ove bolesti opisana je u brojnim istraZivanjima te su genomske
asocijacijske studije povezale MGAT5 polimorfizme sa Se¢ernom bolesti tipa 1 (15). Navedeno

istiCe vaznost daljnjih istrazivanja ovih promjena u Secernoj bolesti tipa 1.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vaznost daljnjih istrazivanja genskih polimorfizama i
njihovih povezanih N-glikozilacijskih promjena, posebice jer bi navedeno moglo identificirati
nove molekularne putove koji su nepoznati za ve¢inu polimorfizama povezanih sa Se¢ernom

bolesti tipa 1.
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N-glikom i genom u razumijevanju Sec¢erne bolesti tipa 1
Najda Rudman
SAZETAK

N-glikozilacija proteina plazme povezana je s komplikacijama Secerne bolesti tipa 1, dok je uloga ove
enzimske modifikacije proteina u nastanku same bolesti neistrazena. S razvojem Secerne bolesti tipa 1
do sada je povezano vise od 50 gena, medu kojima su i glikoziltransferazni geni. Glavni ciljevi ovog
istrazivanja su identifikacija N-glikana ukupnih proteina plazme i 19G-a karakteristi¢nih za ranu fazu
Secerne bolesti tipa 1 te gena kojima su N-glikani ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a djece i
adolescenata sa Se¢ernom bolesti tipa 1 regulirani. Istrazivanje je ukljucilo 1917 djece i adolescenata
(0,6 — 19,1 godina) ¢&iji su uzorci krvne plazme prikupljeni unutar tri mjeseca od dijagnoze Seerne
bolesti tipa 1 kroz Danski registar dje¢jeg i adolescentnog dijabetesa, kao i 265 zdravih srodnika. N-
glikani ukupnih proteina plazme i IgG-a analizirani su upotrebom tekucinske kromatografije, dok je
genotipizacija 1105 djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 provedena pomoc¢u komercijalnog
¢ipa (Immunochip, Illumina Infinium) koji sadrzi 183 546 polimorfizama pojedina¢nih nukleotida
vaznih za razvoj bolesti posredovanih imunoloskim sustavom. Nakon navedenih analiza provedena je
genomska asocijacijska studija. Ovo istrazivanje pokazalo je da je SeCerna bolest tipa 1 povezana s
porastom oligomanoznih N-glikana i N-glikana s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom te padom
monogalaktoziliranih N-glikana ukupnih plazmatskih proteina i IgG-a, kao i s porastom disijaliniziranih
N-glikana 1gG-a. Modeli temeljeni na N-glikanima ukupnih plazmatskih proteina i 1gG-a su pokazali
jako dobru diskriminacijsku mo¢ izmedu djece i adolescenata sa Secernom bolesti tipa 1 i njihovih
zdravih srodnika (AUC > 0,9). Tri prethodno identificirana N-glikozilacijska lokusa (MGAT3, MGAT5
i ST6GALL) povezana su s razinama N-glikana u ovom istrazivanju, kao i C3 lokus na kromosomu 19
koji do sada nije bio povezan s N-glikozilacijom. C3 kodira glavni protein sustava komplementa te su
dva C3 SNP-a (sinonimni i nesinonimni) povezana s razinama Man9 glikana ukupnih plazmatskih
proteina. S obzirom da se takav Man9 glikan nalazi na C3 domeni uklju¢enoj u interakciju patogena i
C3 proteina, promjene u razinama Man9 mogle bi potencijalno interferirati s aktivacijom sustava
komplementa u Secernoj bolesti tipa 1. Navedena otkrica pruzaju temelje za daljnja istrazivanja
mehanizama koji reguliraju N-glikozilaciju u Se¢ernoj bolesti tipa 1.
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SUMMARY

Alterations of plasma N-glycosylation have mostly been studied in association to diabetes
complications, whereas the role of these changes in type 1 diabetes onset is largely unknown. The
present study was undertaken to determine plasma N-glycans representative of the type 1 diabetes onset
and to gain the knowledge of genes regulating these changes. Plasma and 1gG N-glycans were
chromatographically analysed in a recent-onset 1917 type 1 diabetes cases (0.6-19.1 years) and their
244 unaffected siblings whose plasma samples were collected through the Danish Registry of Childhood
and Adolescent Diabetes. This study identified an increase in the proportion of plasma and IgG high-
mannose and bisecting GIcCNAc structures, a decrease in monogalactosylation, and an increase in IgG
disialylation characteristic of the early phase of type 1 diabetes. A notable discriminative power between
children with type 1 diabetes and their healthy siblings was yielded with models including age, gender,
and N-glycans with AUCs of 0.915 and 0.869 for addition of plasma and IgG N-glycans, respectively.
Increasing the efficacy of models to determine individuals at risk of disease development would be a
considerable asset for type 1 diabetes prevention trials. 183,546 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) on the commercially available Immunochip that covers all major autoimmune diseases were
determined for 1105 study participants and genetic association study on plasma and IgG N-glycome data
in type 1 diabetes was conducted. Three of the previously established N-glycosylation loci (MGAT3,
MGATS, and ST6GAL1) were significantly associated with N-glycosylation in the discovery cohort, as
well as a novel locus on chromosome 19 encoding the C3, the pivotal protein of the complement
activation pathway. This study of type 1 diabetes cases revealed a new genetic association of the C3
gene with N-glycosylation, namely of two C3 SNPs (synonymous and non- synonymous) with the Man9
glycan of total plasma proteins. Since such Man9 glycan is located on the domain implicated in pathogen
binding on the C3 protein, the identified N-glycan alterations might potentially be implicated in the
complement activation in type 1 diabetes. These findings offer starting points for further functional
follow-up studies of mechanisms regulating N-glycosylation in type 1 diabetes.
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