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1. UVOD



1.1. Glikani i glikozilacija

Glikani su ugljikohidrati, koji uz nukleinske kiseline, proteine i lipide predstavljaju
jednu od Cetiri temeljne sastavnice stanica. Vrlo su brojni i raznoliki, gradeni od monosaharida
povezanih kovalentnim vezama, pomoéu kojih se vezu i na proteine i lipide. Cine vazan dio
stani¢ne mase i bitno doprinose strukturnoj raznolikosti bioloskih sustava (1). Glikani koji su
vezani uz proteine 1 lipide nalaze se 1 na povrsini 1 u unutrasnjosti stanica te sudjeluju u mnogim
bioloSkim funkcijama u eukariotskim sustavima (2). Proces kojim se molekule Secera

kovalentno vezu na bo¢ne lance aminokiselina naziva se glikozilacija (3).

Zbog strukturne varijabilnosti koja se ogleda u razli¢itom sastavu 1 strukturi bo¢nih
ugljikohidratnih lanaca, glikozilacija povecava raznolikost proteoma kao nijedna druga post-
translacijska modifikacija (4). Usprkos tako velikoj raznolikosti glikana u prirodi, samo
nekolicina monosaharida sudjeluje u njihovom sastavu i strukturi. Glavni supstrati u proteinskoj
glikozilaciji su heksoze i njihovi derivati, ukljuuju¢i D-glukozu (5), D-manozu (6), D-
galaktozu (7), fukozu (8), N-acetilglukozamin (9) 1 galaktozamin (10). U nekim proteinima
supstrati proteinske glikozilacije mogu biti i sijalna kiselina (SA) ili ksiloza (11, 12). Tijekom
glikozilacije linearni ili razgranjeni oligosaharidi sastavljeni od 2—20 monosaharidnih jedinica
kovalentno se vezu na bo¢ne lance aminokiselina u proteinima, ¢ime nastaju glikoproteini, a
reakcije kataliziraju glikoziltransferaze smjestene u endoplazmatskom retikulumu (ER) i

Golgijevom kompleksu unutar stanice (13).

Budu¢i da u glikozilaciji sudjeluje vise od 200 poznatih enzima, koji Cesto djeluju u
kaskadama ili u razli¢itim vremenskim sljedovima, postoji mogucnost stvaranja iznimno
Sirokog spektra glikana razli¢ita sastava 1 struktura (3). Takva enzimatska mreza objasnjava
zaSto isti protein moze imati razliCite glikanske obrasce. Tu raznolikost opisujemo na dvije
razine: makroheterogenost zna¢i da se glikani vezu na razna mjesta istog proteina, a
mikroheterogenost se odnosi na moguénost da se na istom veznom mjestu na proteinu moze
pojaviti viSe razlicitih glikanskih struktura (14). Tako nastaje Sirok spektar glikanskih varijanti

s moguc¢im funkcionalnim posljedicama.

Prema atomu aminokiseline na koji je vezan ugljikohidratni glikanski lanac, glikani se
dijele na N-vezane i O-vezane podtipove (2). N-vezana glikozilacija najzastupljeniji je oblik

glikozilacije u eukariotskim stanicama. Temelji se na vezanju glikana na atom dusika



aminokiseline asparagina (N), koji zapoc€inje prijenosom unaprijed sastavljenog oligosaharida
s lipidnog nosaca na ciljni protein, i pretezito se odvija u endoplazmatskom retikulumu i

Golgijevom kompleksu (15).

Nasuprot tome, O-vezana glikozilacija podrazumijeva vezanje glikana na atom kisika
aminokiseline serina ili treonina (O), a odvija se samo u Golgijevu kompleksu. I taj proces je
biokemijski slozen, a zapocCinje dodavanjem jednoga Se¢ernog ostatka na serinski ili treoninski
ostatak ciljnog proteina, Sto rezultira jedinstvenim i raznolikim skupom glikoziliranih
biomolekula (16). Biosinteza O-vezanih glikana jednostavnija je od N-vezanih glikana, jer nije
potreban lipidno-vezani oligosaharidni prekursor za prijenos na protein. Pocetni dogadaj je
dodavanje monosaharida N-acetilgalaktozamina (GalNAc) na ostatke serina i treonina, $to
katalizira polipeptidna N-acetilgalaktozamina-transferaza (GalNAcT) (17). Za razliku od N-
vezane glikozilacije, ne postoji jednoznacni slijed za dodavanje GalNAc na polipeptide, iako
postoje prediktivni algoritmi koji do neke mjere mogu objasniti taj proces (16). O-glikani su
manje razgranati od veéine N-glikana i naj¢eSc¢e su biantenske strukture (16). Usporedba N- i

O-vezane glikozilacije prikazana je u Tablici 1.

Vazno je razlikovati glikozilaciju od glikacije. Glikacija je ne-enzimsko stvaranje
Amadorijevog produkta, koje nastaje u suvisku Sec¢ernih molekula koje se vezu na proteine. To
je mehanizam nastanka glikiranog hemoglobina, koji nastaje u uvjetima previsoke
koncentracije glukoze u serumu u patogenezi SeCerne bolesti. Glavni ishod tog procesa je
reakcija amino-skupina s aminokiselinama, peptidima i proteinima s reducirajué¢im Seéerima,
Sto dovodi do stvaranja kompleksnih smedih pigmenata i umrezavanja proteina (engl. protein-

protein crosslinks) (18).



Tablica 1. Usporedni prikaz glavnih obiljezja N- 1 O-vezane glikozilacije

Obiljezje

N-vezana glikozilacija

O-vezana glikozilacija

Mjesto vezanja
glikana na protein
Jezgrena struktura
glikana

Tip veze

Broj dodanih
glikana

Utjecaj na protein

Bioloska uloga

Mehanizam

Asparagin (Asn) (15)

Zajednicka jezgra manoza-N-
acetilglukozamin (16)
N-acetilglukozamini povezan
glikozidnom vezom na dusik
asparagina (N-glikanska veza) (16)
Cesto vise mjesta po proteinu (15)

Savijanje 1 odredivanje strukture,
stabilnost i unutarstani¢ni promet
(21)

Lokalizacija i sekrecija proteina;
imunogenost i imunoodgovor (15,
16)

Ko-translacijski i post-translacijski
prijenos prethodno sastavljenog
oligosaharida u ER-u, potom
obrada u Golgijevom kompleksu
(22)

Serin/Treonin (Ser/Thr) (16)

Inicijalni N-acetilgalaktozamin
(19, 20)
N-acetilgalaktozamin povezan
na kisik serina ili treonina
(a-O-glikanska veza) (19)
Varijabilno; proces pocinje
jednim GalNAc-om po mjestu,
ali neki proteini mogu imati vise
O-glikozilacijskih mjesta (19)
Ekspresija/sekrecija, stabilnost 1
proteoliticka otpornost;
medustani¢ne interakcije (19)
Interakcije stanica, prijenos
signala, sudjelovanje u
patogenezi zaraznih bolesti (16,
20)
Post-translacijska, korak po
korak sinteza i produljenje
strukture u Golgijevom
kompleksu (16, 23)

1.1.1. Bioloska uloga N-glikana

Glikozilacija je od izuzetno velike bioloske vaznosti. Vise od polovice od preko 75.000
poznatih proteina u SWISS-PROT bazi je glikozilirano (24). Procjena je da je taj postotak u
ljudi €ak 1 veéi, s mozda i do 70% svih ljudskih proteina koji se smatraju glikoproteinima (25).
Dodavanje glikana i njihova snazna kovalentna veza s proteinima na kojima se nalaze ima
znatan utjecaj na fizikalne i kemijske osobine proteina. To ukljucuje unutarstani¢ni transport
proteina (26), stvaranje sekundarne strukture proteina i posljedi¢no njihovu stabilnost, topivost
1 otpornost na proteaze (27), kao i opca biofizikalna svojstva proteina, poput njihovog vijeka u
organizmu 1 reaktivnosti (28). Stoga postaje potpuno jasno kako ¢e glikozilacija proteina u

znatnoj mjeri utjecati na djelovanje proteina, interakciju i bioloske ishode.

Jedan od klju¢nih pokazatelja bioloske uloge N-vezane glikozilacije je istrazivanje
enzima GPT, N-acetilglukozamin-1-fosfat transferaze (29). Taj enzim ima presudnu ulogu u

zapocinjanju stvaranja N-vezanih glikana, bez kojeg se njihova kasnija sinteza ne moze



provoditi. KoriStenje tunikamicina, antibiotika koji inhibira taj enzim, kao 1 genetski
modificiranih miSeva u kojima je GPT enzim bio uklonjen dalo je isti ishod, obiljezen
nemogucénoséu prezivljavanja misjih fetusa 1 umiranjem svih misjih embrija koji su imali
inaktiviranu GPT (29).Taj rezultat jasno govori u prilog tome da glikani na povrsini proteina

imaju klju¢nu ulogu u komunikaciji stanica 1 embrionalnom razvoju (3).

Dodatni uvid u vaznost glikana moguce je dobiti promatranjem bolesti koje zahvacaju
njihov metabolizam. Te bolesti se nazivaju kongenitalni poremecaji glikozilacije (CDGQG), a
definiraju se kao skupina rijetkih, nasljednih metabolickih bolesti koje nastaju uslijed
poremecaja u sintezi i stvaranju glikana na proteinima i lipidima (30). Do sada su opisana 163
poznata genska poremecaja, koji dovode do nastanka 193 patoloska fenotipa; vecina su bolesti
koje zahvacaju vise organskih sustava, dok je oko 12% prisutno samo u jednom organu, poput
mozga, ociju, koze, kostura i skeletnih misi¢a ili jetre (30). Budu¢i da su glikani klju¢ni za
funkciju brojnih biomolekula 1 prisutni u viSe stani¢nih odjeljaka (citoplazma, ER, ER-Golgi,
Golgi, plazmatska membrana), CDG obi¢no zahvacdaju vise organa, s ¢estim neuroloskim i
razvojnim simptomima. Najve¢i broj CDG ima u¢inak upravo na sredi$nji Ziv¢ani sustav. Prema
modelu nasljedivanja, najveéi broj tih poremecaja je moguce svrstati u autosomno recesivne,

Sto govori u prilog rijetkim mutacijama kao glavnom pokretacu patogeneze bolesti (30).

Jedna od hipoteza vezana uz bioloSku ulogu glikana je upravo da je njihova kemijska 1
fizikalna raznolikost, moguénost permutiranja i stvaranja novih struktura potaknula ubrzanu
evoluciju visestani¢nih organizama, omogucéavajuéi brze prilagodbe proteina i povecavajuci
njihovu raznolikost ¢ak u evolucijskim uvjetima u kojima je DNA ostala ista, predstavljajuci
jednu od vaznih epigenetskih promjena. Potencijalno najzanimljivija ideja, koja se temelji na
¢injenici da glikani nisu prisutni u prokariota, je da su glikani mozda evolucijski nastali kao

mjera eukariotskih stanica protiv zaraza (31).

U analizi bioloske uloge glikana, potrebno je jasno razdvojiti glikane u plazmi od
specificnih glikana pojedinog proteina. N-glikani u plazmi odrazavaju mjeSavinu koja nastaje
kao jedinstveni rezultat svih tkiva i trajanja glikana u organizmu. Jedan od problema je da su
oni vezani na proteine, pa i trajanje polu-Zivota glikana u znatnoj mjeri ovisi o trajanju polu-
zivota proteina koji ih nose. Za imunoglobuline, posebno imunoglobulin G (IgG) to iznosi 20-

23 dana (32). U slucaju glikana na transferinu to je 8-10 dana (33). Osim toga, poznato je kako



su neki glikani skloni brZoj razgradnji, posebice oni s viSim udjelima sijalne kiseline (34). Stoga
je potrebno vrlo pazljivo razmatrati rezultate mjerenja glikana, posebice u analizi svojstava i
bolesti koja imaju kratko trajanje, jer ¢e obrazac promjene glikoma mozda odrazavati tek

djelomicne obrasce stvarne patogeneze.

S druge strane, fokus na glikane koji se nalaze samo na jednom proteinu daje ciljanu i
precizniju procjenu, jer je njihovo razumijevanje i interpretacija olakSana. Ponajprije se u takve
svrhe koriste glikani na IgG molekuli, koja ima niz prednosti. To je jedan od najzastupljenijih
proteina u plazmi, a 1 izravno je ukljucen u niz regulacijskih i imunoloskih mehanizama, ¢ime
razumijevanje glikozilacije IgG-a moze dati znatno bolji uvid u zdravstveno stanje i1 rizik
nastanka bolesti (35). Naposljetku, potrebno je naglasiti da obrasci promjene glikanskog profila
u plazmi i na IgG-u (ili nekom drugoj pojedinaénom proteinu) ne moraju nuzno biti izravno
usporedivi ili susljedni, jer npr. smanjenje galaktozilacije u plazmi i na I[gG-u ne odrazava isto
bioloSko znacenje (35). Isto vrijedi 1 za druge proteine koji su do sada istrazivani, poput

imunoglobulina A (36).

Navedeno je posebice zanimljivo u razvoju sve boljih biomarkera, koji se ne moraju
nuzno oslanjati samo na jednu molekulu ili samo jednu skupinu molekula. Iako je osnovna ideja
biomarkera utemeljena na prediktivnoj vrijednosti jedne molekule, sve veci broj dijagnostickih
testova koristi viSestruke molekule u dijagnostici 1 prac¢enju klinickog tijeka bolesti. Primjer
takvog dijagnostickog testa je NIS4, koji koristi nukleinsku kiselinu (miR-34a-5p), proteine
(alpha-2 makroglobulin i YKL-40), i glikirani hemoglobin (HbA 1c) u predvidanju rizika za ne-
alkoholnu bolest jetre (37). Glavna prednost takve metode je da ona odrazava viSestruke
bioloske procese, 1 na taj nacin moze imati puno bolje dijagnosticke vrijednosti od jedno-
molekulskih biomarkera. U slucaju NIS4, posebna prednost metode je da ona nije osjetljiva na
ucinak dobi, spola, indeksa tjelesne mase ili razine aminotransferaza, ¢ime je postignut ideal

mjerenja biomarkera, koji nije osjetljiv na fenotipska obiljeZja ispitanika (37).

1.1.2. Mjerenje glikana i izrada glikanskog profila

Razumijevanje bioloske funkcije glikana ovisi o moguénosti njihovog prepoznavanja,
tj. analize njihove strukture. Osnovna jedinica koja se dodaje na proteine sastoji se od dvije N-
acetilamino skupine, devet manoza i tri glukoze, koje se u bloku prenose kao prvi gradivni

element u svim eukariotskim stanicama (38). Na tu osnovicu kasnije se dodaju druge Secerne



strukture kako bi stvorile vrlo raznolik glikanski profil, ¢ija je golema raznolikost procijenjena

na nekoliko puta vecu od cijelog proteoma (31).

Kemijska podloga raznolikosti glikana proizlazi iz njihove strukture, koju je moguce
promatrati iz tri perspektive. Prva je sastav glikana, koji ukljucuje monosaharidne molekule
glikozaminoglikan, manozu, galaktozu, sijalnu kiselinu i fukozu. Drugi nacin je podjela prema
sloZenosti, na manozne (u kojima se sve strukture sastoje od manoze), hibridne (u kojima se uz
manozu nalaze i drugi monosaharidi), dok je treca podjela na biantenske (koji imaju dvije grane
tj. antene), triantenske 1 tetraantenske. Osim toga, moguce je da se na dvije lokacije u glikanima
nalazi fukoza, 1 to na antenti ili na bazi glikana. Konacno, glikan moze biti sijaliran tj. sadrzavati
sijalnu kiselinu ili moZe biti bez nje (39). Na taj nacin nastaju osnovne gradivne jedinice,
pomocu kojih je moguce u tzv. Oxfordskoj shemi (40), na skraceni nacin opisati strukturu

pojedinog glikana (Tablica 2, Slika 1).



Tablica 2. Prikaz dijela (odabranih kombinacija) Oxfordske sheme strukture glikana (40).

Oznaka | Antene | Galaktoza | Sijalna Fukoza Opis glikana
(grane) kiselina
A2 2 0 0 0 | Agalaktozilirani, asijaliran
A2F1 2 0 0 1 | Fukozilirani, agalaktozilirani, asijaliran
A2G1 2 1 0 0 | Djelomic¢no galaktoziliran, asijaliran
F2 (fukoza na anteni i bazi glikana, ili dva puta na anteni), agalaktozilirani,
A2F2 2 0 0 2 | asijaliran
A2GI1F1 2 1 0 1 | F1 (fukoza na bazi), djelomi¢no galaktoziliran, asijaliran
A2G1S1 2 1 1 0 | Djelomi¢no galaktoziliran (samo jedna antena), monosijaliran
A2G2 2 2 0 0 | Galaktoziliran, asijaliran
A2GIF2 2 | 0 2 | Dvostruko fukoziliran, djelomi¢no galaktoziliran, asijaliran
A2GI1S1F1 2 1 1 1 | Bazalna fukoza, djelomi¢no galaktoziliran, monosijaliran
A2G2F1 2 2 0 1 | Bazalna fukoza, djelomi¢no galaktoziliran, asijaliran
A2G2S1 2 2 1 0 | Galaktoziliran, monosijaliran
A2G1S1F2 2 1 1 2 | F2, djelomi¢no galaktoziliran, monosijaliran
A2G2S1F1 2 2 1 1 | F1, galaktoziliran, monosijaliran
A2G282 2 2 2 0 | Galaktoziliran, disijaliran
A2G2S2F1 2 2 2 1 | F1, galaktoziliran, disijaliran
A2G2S2F2 2 2 2 2 | F2, galaktoziliran, disijaliran
A3 3 0 0 0 | Triantenski, agalaktoziliran, asijaliran
A3G2 3 2 0 0 | Triantenski, galaktoziliran, asijaliran
A3G3S3 3 3 3 0 | Triantenski, galaktoziliran, trisijaliran, afukoziliran
A3G3S3F2 3 3 3 2 | Triantenski, galaktoziliran, trisijaliran, difukoziliran
A4F2 4 0 0 2 | Tetraantenski, agalaktoziliran, asijaliran, difukoziliran
A4G4S1F1 4 4 1 1 | Tetraantenski, galaktoziliran, monosijaliran, monofukoziliran
A4G4S4F2 4 4 4 2 | Tetraantenski, galaktoziliran, tetrasijaliran, difukoziliran
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Slika 1. Prikaz gradivnih elemenata glikana (monosaharidi) i shematskog nacina njihovog
oznacavanja prema Oxfordskoj shemi (40) Oznake: GlcNAc — N-acetilglukozamin, Man —
manoza, Gal — galaktoza, Fuc — fukoza, Sia — sijalna kiselina [izvor slike: autor].

Laboratorijsko mjerenje glikana moguce je provesti koriStenjem razli¢itih analitickih
strategija, pri ¢emu se odabir metode prilagodava istrazivackom pitanju 1 razini traZene
strukturne razlucivosti. Za visokopropusne (engl. high throughput) analize traze se pouzdane,
osjetljive 1 automatizirane tehnologije koje omogucuju obradu stotina do tisuéa profila u
kratkom vremenu. Zbog toga se cijela znanost o glikanima naziva i glikomika, kao sloZenica
rijeci glikan 1 omika, ozna€avajuéi granu znanosti o glikanima, koja je usmjerena na stvaranje

velikih koli¢ina podataka, ¢iji opseg ovisi o koriStenom uredaju 1 istrazivackom pitanju (41).

Jedna od najcesée koristenih metoda za mjerenje N-vezanih glikana je tekucinska
kromatografija. Prema svojoj razlucivosti i razini tehni¢kih moguénosti razlikuju se visoko-
proto¢na tekucinska kromatografija, HPLC (engl. High-Performance Liquid Chromatography)
od ultra-protocne tekucinske kromatografije, UPLC (engl. Ultra Performance Liquid
Chromatography). Osnovne razlike odnose se na veli¢inu Cestica koje je moguce myjeriti, ali 1
koriStenim tlakovima, koji su mnogo vec¢i u slu¢aju UPLC-a. U smislu mjerenja N-vezanih
glikana, prvo je bio koriSten HPLC, kojim je bilo moguce myjeriti glikanski profil plazme koji
se sastojao od 24 vrska (39). Razvoj metodologije omogucio je primjenu UPLC-a, kojim je

postalo moguée mjerenje ¢ak 39 vrsaka u plazmi (42).



Integracijom s drugim uredajima, najceS¢e koriStena kombinacija postaje HILIC-
UHPLC-FLD (43). Ta metoda koristi hidrofilnu teku¢insku kromatografiju (HILIC), usporedno
s fluorescentnom detekcijom (FLD). Spregom UHPLC-a 1 FLD-a omogucuje se cjelovita
karakterizacija slozenih smjesa glikana u relativno kratkom vremenu. U praksi se UHPLC
rutinski najceS¢e primjenjuje za analize proteinske glikozilacije s ve¢ okarakteriziranim
strukturama, dok se pri razumijevanju novih struktura prednost daje sprezi s metodama koje
pruzaju dodatne strukturne informacije, osobito s masenom spektrometrijom s tekuc¢inskom

kromatografijom (41).

U klini¢kim i pretklini¢kim studijama Siroku primjenu u mjerenju N-vezanih glikana
ima 1 masena spektrometrija (MS), ponajprije zbog visoke osjetljivosti, razlucivosti i
moguénosti razlikovanja sastavnica analizirane smjese po jedinstvenim masama (44, 45).
Najcesce koriStene metode su matrino-potpomognuta laserska desorpcija 1 ionizacija
(MALDI-MS) i masena spektrometrija s elektro-ionizacijom (ESI-MS), pri cemu se ESI Cesto
koristi uz druge tehnike razdjeljivanja, poput tekucinske kromatografije i1 kapilarne
elektroforeze, dok se MALDI u pravilu oslanja na samostalno razdvajanje na temelju omjera
mase 1 naboja (46). MALDI-TOF MS se u kvantitativnoj klinickoj glikomici koristi kao
jednostavna, osjetljiva i visokopropusna metoda (44, 45, 47-50). Budué¢i da je MALDI
matricom potpomognuta ionizacija sa jednostavnom pripremom uzorka i visokim protokom
(51), uobicajeno se spaja s TOF analizatorom koji nudi prakticki neograni¢en m/z raspon i brza
skeniranja, Sto ga Cini popularnim alatom klinicke glikomike (52). Ipak, bez razdvajanja je
karakterizacija nativnih izomera glikana 1 glikopeptida izazovna zbog ograni¢enih izomernih
informacija, pa su razvijene pripremne strategije koje uvode razlike medu izomerima (51). ESI-
MS se najces¢e spaja s HPLC-om ili kapilarnom elektroforezom (engl. capillary
electrophoresis, CE), §to ograniCava propusnost, ali se stoga ¢eS¢e primjenjuje za slozenije
analite (npr. glikopeptide) kada MALDI-MS nema dostatnu razlucivost, dinamicki raspon ili
osjetljivost (53).

Treca velika skupina metoda za analizu N-vezanih glikana je spektroskopija
potpomognuta nuklearno magnetnom rezonancijom (NMR), koja omogucuje najvecu
razlucivost jer moZe definirati glikane prema atomskoj razini. U tom se postupku odreduju
sastavnice, apsolutna i anomerna konfiguracija, oblik, tip 1 poloZaj veza, ali 1 slijed
funkcionalnih skupina (54). Prednost metode jest Sto uzorak nije potrebno degradirati, pa je

omogucéeno njegovo naknadno koriStenje u metodama koje zahtijevaju razaranje ciljnih
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molekula, poput MS-a i metilacijske analize (54). Primjena NMR-a ipak je ograni¢ena visokom

cijenom uredaja te razinom stru¢nosti potrebnom za tumacenje spektara (55).

Metoda koju je takoder moguce koristiti u mjerenju glikana je 1 kapilarna (gel)
elektroforeza s laserski induciranom fluorescencijom (CGE-LIF). Ovo je metoda koja je
prvenstveno razvijena za sekvenciranje DNA (56), medutim u brojnim je radovima potvrdena
njena visoka osjetljivost za N-vezane glikane (57, 58). Zahvaljuju¢i mogucnosti istovremenog
rada do 96 kapilara, teorijski se postize vrlo visoka propusnost. U praksi se, medutim, najcesée
rabe konfiguracije s 4, 8 ili 16 kapilara zbog medukapilarnih varijacija i bolje troSkovne
ucinkovitosti u manjim kohortama. U usporedbi s UHPLC-om i MS-om, prednost se oCituje u
viSoj osjetljivosti te razdvajanju izobari¢nih glikanskih struktura, bez narusavanja robusnosti i
troska analize (59). Slijedom toga, CGE-LIF rutinski se primjenjuje za profiliranje IgG N-
glikana u biofarmaceutskim istrazivanjima (60) i u visokopropusnim populacijskim i klini¢kim

studijama (61).

Bez obzira na koriStenu metodu, glavni rezultat analize je glikanski profil. To je
analiticki prikaz relativnih udjela N-vezanih glikanskih vrSaka, izmjerenih iz odabranog
bioloskog uzorka ili procis¢enog proteina (61). Profil se promatra kao uzorak vrsaka dobivenih
nakon analitickog razdvajanja i detekcije, pri ¢emu svaki vrSak odrazava jednu strukturu ili
skup strukturnih izomera (61). Na taj se na¢in opisuje sastav glikana na razini uzorka, a rezultati
se mogu usporedivati izmedu pojedinaca, skupina ili vremenskih to¢aka. Jedan glikanski profil
je kromatogram koji se sastoji od niza vrsaka (Slika 2), koje je zatim raznim metodama moguce
razlikovati, a zatim 1 mjeriti njihovu povrSinu 1 kvantificirati udio pojedinog vrska u ukupnom

uzorku (Slika 3).
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Slika 2. Prikaz kromatograma nakon provedbe mjerenja [izvor slike: autor].
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Slika 3. Podjela kromatograma i shematski prikaz vrSaka te dodijeljenih naziva pojedinom
vrsku [izvor slike: autor].

Kromatogrami se tumace prema obliku, simetriji i razlucivosti vr$aka. U optimalnim
uvjetima o¢ekuju se uski i simetri¢ni vrhovi uz stabilnu baznu liniju. Raspored vr$aka na HILIC

kolonama odrazava fizikalno-kemijska svojstva glikana, pri cemu dulja retencija najcéesce prati
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vecu polarnost 1 broj monosaharidnih jedinica (62). U kapilarnoj elektroforezi migracija ovisi
o naboju i veli¢ini oznacenih glikana, Sto omogucuje ucinkovito razdvajanje prema naboju (61).
Na taj se nacin glikanski profil ne promatra samo kao popis vrSaka, nego kao kvantitativna i
usporediva slika glikozilacije, uz jasno definirana pravila mjerenja, kontrole kvalitete i

postupke za dodjelu struktura koji omogucuju pouzdane bioloske zakljucke.

Svaki glikanski vrsak iz profila sastoji se od jedne ili viSe molekularnih sastavnica.
Podjela prema sastavnicama ovisi o rezoluciji mjernog uredaja, a u slu¢ajevima mjerenja
plazme sastoji se od 39 vrSaka (Tablica 3), a u mjerenju N-vezanih glikana na IgG-u od 27

vrsaka (Tablica 4).
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Tablica 3. Prikaz sastavnica mjerenih glikanskih vrSaka (GP1-39) pri mjerenju N-vezanih

glikana plazme (40).
Vrsak Sastav Vrsak Sastav Vrsak Sastav
GP1 FA2 A2G2S2 A3G3S3
GP2 FA2B GPI8 FA2G2S2 GP29 A3F1G3S2
M5 GP19 M9 GP30 A3G3S3
GP3 A2BG1 GP20 A2G2S2 A3F1G3S3
GP4 FA2[6]Gl1 GP21 A2G2S2 GP31 FA3G3S3
GP5 FA2[3]Gl1 A3G3S1 A3G3S3
GP6 FA2[6]BG1 FA2G2S2 GP32 A3G3S3
GP7 M6 A2BG2S2 GP33 A3F1G3S3
FA2[3]BG1 A3F1G3S1 GP34 FA3G3S3
GP8 A2G2 GP22 FA2G2S2 A4G4S3
GP9 A2BG2 GP23 FA2BG2S2 GP35 FA3F1G3S3
GP10 FA2G2 GP24 A3G3S2 A4F1G4S3
GP11 FA2BG2 A3F1G3S1 GP36 A4G4S3
GP12 M7 GP25 A3G3S2 A4F1G4S3
A2G2S1 FA2F1G2S2 GP37 A4G4S4
A1IM4G1S1 A3F1G3S2 A4F1G4S3
A2BGI1S1 GP26 A3G3S2 A4G4S4
GP13 FA2G1S1 FA3G3S2 GP38 A4F1G4S4
FA2BG1S1 GP27 A3F1G3S2 A4F1G4S3
GP14 A2G2S1 A3G3S3 GP39 A4F1G4S4
GP15 A2BG2S1 GP28 A3G3S3 A4F2G4S4
GP16 FA2G2S1 A3F1G3S2
GP17 FA2BG2S1

GP je kratica za engleski izraz glycan peak i oznacava vrsak koji je dobiven mjerenjem glikana
u plazmi. Ostale kratice su gradivni dijelovi glikana iz Oxfordske sheme za oznacavanje.

Tablica 4. Prikaz sastavnica mjerenih glikanskih vrSaka pri mjerenju N-vezanih glikana IgG-a

Vrsak (1/2) Sastav Vrsak (2/2) Sastav

P1 A2G2S2 P15 FA2

P2 A2BG2S2 P16 A2[6]G1
P3 FA2G2S2 P17 A2[3]Gl
P4 FA2BG2S2 P18 FA2B

P5 A2[6]G1S1 P19 A2B[6]G1
P6 A2[3]G1S1 P20 A2B[3]G1
P7 FA2[6]G1S1 P21 FA2[6]G1
P8 FA2[3]G1S1 P22 FA2[3]G1
P9 A2G2[6]S1 P23 FA2B[6]G1, A2G2
P10 A2G2[3]S1 P24 FA2B[3]Gl1
P11 A2BG2S1 P25 A2BG2
P12 FA2G2S1, MS, A2 P26 FA2G2
P13 FA2BG2S1 P27 FA2BG2
P14 A2B

P je kratica za engleski izraz peak i oznacava vrsak koji je dobiven mjerenjem glikana na IgG-
u. Ostale kratice su gradivni dijelovi slozenih glikana iz Oxfordske sheme za oznacavanje.
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Analiza obrazaca glikanskih profila pokazala je zanimljive rezultate na razini cijele

analizirane populacije. Naime, uz uobicajeni profil koji je zabiljeZzen u vecine ispitanika, autori

jednog ¢lanka opisali su nekoliko obrazaca odstupanja (63):

a)

b)

d)

Izostanak antenske fukoze na tri- 1 tetraantenskim glikanima; takav profil zabiljezen
je u Cetiri ispitanika, od kojih su sve bile zene (dvije su bile sestre); takva pojava
ukazuje na izgledno selektivnu mutaciju, koja nije imala izrazen uc¢inak na zdravlje
1 promatrane kliniCke pokazatelje;

Povecane razine A2G2S1 glikana; jedan ispitanik imao je izuzetno velik udio GP7
(A2G28S1), koji je u jos nekoliko ispitanika sa slabije izraZzenim vrijednostima bio
sugestivno povezan s bubreznim bolestima;

Jedan analizirani ispitanik imao je obrazac promjena karakteristian za ubrzano
starenje, obiljeZen smanjenjem ili izostankom neutralnih glikanskih struktura;
Povecane razine GP2 glikana; u jednog ispitanika zabiljezene su jako velike
vrijednosti ovog glikana, S$to je u usporedbi sa nekoliko slicnih drugih ispitanika
dovelo do sugestivne veze s poremecajima metabolizma glukoze i rizika za razvoj

Sec¢erne bolesti.

Ti rezultati pokazali su da su glikanski profili vrlo zanimljivi ne samo kao individualni

biomarkeri, nego 1 na razini cijele populacije. Dodatno, isto istrazivanje jasno je ukazalo na

¢injenicu da neée svaka promjena glikanskog profila nuzno biti biomarker za bolest, ve¢ da u

populaciji mogu postojati pojedinci s neobi¢nim glikoprofilima, koji nisu izravno bili povezani

s povecanim rizikom za nastanak bolesti (63).
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1.1.3. N-glikani kao biomarker bolesti

Temeljno pitanje razvoja biomarkera je prona¢i molekulu koja ima niz zadovoljavajucih
svojstava, kako bi se mogla koristiti u klini¢kim uvjetima. Cetiri glavna obiljezja u¢inkovitih
biomarkera su njihova bioloska uloga, dijagnosticki pokazatelji, analiticki pokazatelji 1

prakti¢nost mjerenja.

Da bi se neka molekula koristila kao biomarker, mora ispuniti nekoliko uvjeta
dijagnostickih testova. Ti uvjeti ukljuuju visoku specifi¢énost (mali broj lazno pozitivnih
rezultata) 1 visoku osjetljivost (mali broj lazno negativnih rezultata) (64, 65). Dodatno,
biomarker bi trebao imati snaznu moguénost razlikovanja bolesnika od kontrola, tj. zdravih
ispitanika, kako bi mogao dobro ispunjavati svoju ulogu. Receno se ogleda prvenstveno kroz
pozitivnu i negativnu prediktivnu vrijednost (PPV i NPV), koje oznacavaju vjerojatnost da
osoba ima bolest u uvjetima u kojima je rezultat testa pozitivan te vjerojatnost da osoba nema
bolest u uvjetima u kojima je rezultat testa negativan. Ta obiljeZja definiraju dijagnosticku
vrijednost testa, i u idealnim uvjetima sve te vrijednosti iznose preko 0,9, dok su za neke testove

1 izuzetno velike, poput metoda koje se temelje na PCR pristupu (66).

Jedna od tocaka u kojima je moguce definirati vrijednost biomarkera je i1 analiticka
zahtjevnost mjerenja. To se ponajprije odnosi na moguénost dobre kvantifikacije u stvarnim
uvjetima, koja ukljucuje stabilnost uzorka prilikom uzimanja, tijekom pripreme i obrade, do
trenutka mjerenja. Uz to, biomarker bi trebao imati minimalnu interakciju s drugim
molekulama, kako bi se osiguralo dobro mjerenje. U slu¢aju N-glikana, taj kriterij je u najvecoj
mjeri ispunjen. N-glikane je moguc¢e mjeriti iz raznih izvora, ponajprije plazme, ali isto tako i
iz sline, suza i drugih tjelesnih tekucina (67, 68). Ovdje je vazno naglasiti da je potrebno
prikupiti uzorke na odgovaraju¢i nacin, jer njihovo nepravilno prikupljanje i ¢uvanje moze
dovesti do selektivnih promjena i onemoguciti provodenje pouzdanog mjerenja. Tako je analiza
promjena glikana koji su bili prikupljani i pohranjeni u neodgovaraju¢im uvjetima pokazala da
se u uzorcima smanjivao mjereni udio fukoziliranih glikana s ili bez galaktoze (GP3 i GP13),
uz porast udjela glikana koji sadrZzavaju manozu; promjena uvjeta nepovoljnog ¢uvanja dovela

je do sli¢nog ishoda, obiljeZzenog smanjenjem udjela fukoziliranih glikana, i to posebice GP4,
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GP8, GP9 1 GP14 (67). To jasno govori u prilog potrebi pravilnog prikupljanja i ¢uvanja

uzoraka, s ciljem dobivanja pouzdanih mjerenja.

Idealni biomarker moguce je dobiti neinvazivnim putem, tj. bez prekida kontinuiteta
ljudskih tkiva poput koZe ili sluznice. Takvi uzorci su najéesce razne izlu€evine, poput sline,
tekucine s nosne sluznice ili suza, koji su svi koristeni kao bioloski uzorak za razne biomarkere.
Druga vazna osobina je niska zahtjevnost mjerenja, tj. mogucnost da se biomarker odredi bez
pretjerano zahtjevne aparature. Idealni primjeri su testne trakice za analizu urina, u kojima se
dogadaju kolorimetrijske promjene odmah po primjeni testa (69). U tu kategoriju mogu se
uvrstiti 1 regulacijski uvjeti, poput mogucnosti pracenja, definiranja pouzdanih raspona i

njihove vrijednosti te eticka prihvatljivost uzimanja uzorka.

Pojedine molekule u organizmu koje je moguce myjeriti 1 koristiti kao biomarker su
izravno ukljucene u bioloske procese, ¢ime su oni ujedno i mogucée mete za razvoj lijekova
(70). Primjeri takvih uzro¢nih biomarkera su npr. razina lipida u krvi ili razina glukoze, koji su
istovremeno i pokazatelj pojavnosti i tezine bolesti, ali isto tako i ciljna molekula za niz lijekova
koji se koriste u lijeCenju tih bolesti. S druge strane, mnogo vec¢i broj biomarkera samo
odraZavaju patogenetske mehanizme, ali nisu uzro¢no-posljedi¢no povezani s njima te ih
nazivamo povezani biomarkeri. UnatoC tome, neki od njih su jako zanimljivi u pracenju stadija
bolesti, poput troponina, D-dimera ili prokalcitonina (71, 72). Te biomarkere moguce je koristiti
ne samo za dijagnostiku i pracenje bolesti, nego i u uvjetima u kojima je moguce provesti probir

1 odabir nacina lijecenja.

SrediSnje pitanje glikobiologije je jesu li glikani uzrok ili samo pokazatelj bioloskih i
patoloskih procesa. To ima izravnu implikaciju na mehanizme razumijevanja bolesti i nacine
na koje mozemo pristupati planovima lije¢enja. Ukoliko su glikani izravan uzrok patoloskih
stanja 1 bolesti, onda bi obrasci lijeCenja usmjereni na njih mogli imati novu i zanimljivu
klinicku ulogu. Ako su, s druge strane, glikani samo posredni pokazatelji drugih procesa, onda
bi njihovo znacenje u medicini moglo ostati samo dijagnosticko, jer manipulacija njihovim
razinama ne bi dovela do uzro€no-posljedi¢nog ucinka na mehanizme bolesti. Pregled
istrazivanja koja se barem djelomic¢no bave tim pitanjem ukazuje na drugu tvrdnju, da su glikani

u najvecem broju slucajeva samo posredni pokazatelji bioloskih i patoloskih procesa te da
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odrazavaju procese koji se dogadaju pod kontrolom drugih skupina molekula (73). Taj nalaz ne
umanjuje njihovu dijagnosticku vrijednost, ali pokazuje kako glikani nemaju jasnu ulogu u
lijecenju. Jedine moguce iznimke u ovom obrascu vezane su uz IgG glikane, ¢ije promjene
mogu mijenjati aktivnost IgG molekule. Opservacijska istrazivanja pokazala su kako smanjenje
fukozilacije IgG-a u trudno¢i utjece na rizik hemoliticke bolesti (74). Smanjenje fukozilacije
zabiljezeno je i u oboljelih od COVID-19 bolesti, sto je potvrdeno kao mehanizam koji potice
reaktivnost drugih imunoloskih obrazaca i tako pojacava posljedi¢an imunoloski odgovor (75).
U eksperimentalnim istrazivanjima pokazano je kako IgG ima jedinstveno N-glikozilacijsko
mjesto (Asn297) na FcG domeni, preko kojeg ¢e obrazac glikozilacije izravno djelovati na
funkciju IgG molekule (76). Tako ¢e smanjenje fukozilacije na ovom mjestu dovesti do
pojacanja afiniteta vezanja i1 posljedicno snaznijeg odgovora protutijelima (77), Sto je
implicirano 1 kao vrlo zanimljiva meta za lijeCenje tumora, putem modulacije vlastitog
imunoloSkog odgovora (78). Ve¢i udio galaktozilacije ima poticajni ucinak u aktivaciji
komplementa, i putem njih potice citotoksi¢ne mehanizme (79, 80). S druge strane, poveéanje
udjela sijalilacije dovodi do imunosupresivnog odgovora, ali 1 kao vazan element u stvaranju
imunoloskog odgovora nakon cijepljenja (81, 82). Na temelju navedenih spoznaja, stvorena su
monoklonska protutijela, koja koriste navedene spoznaje i odobrena su ili su u kasnim fazama
klinickih ispitivanja za pojedine bolesti. Tako je razvijen obinutuzumab (anti-CD20), koji ima
smanjenu razinu fukozilacije 1 posljedi¢no pojacanu citotoksi¢nu aktivnost, odobren za lijecenje
kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (83, 84). Benralizumab (anti-IL-5Ra) je joS jedan lijek iz ove
skupine, koji koristi smanjenje fukozilacije, 1 trenutno je u fazi 3 razvoja za lijeenje teskih
oblika eozinofilne astme (85). Tre¢i primjer je ublituximab (anti-CD20), koji koristi isti
mehanizam u lijecenju egzacerbacija multiple skleroze (86, 87). Sumarno gledano, postojeci
dokazi jasno govore u prilog uzro¢no-posljedi¢noj vezi promjena glikana na IgG molekuli, dok
su promjene glikana plazme u najvecoj mjeri samo posredni pokazatelji bioloskih i patoloskih

promjena u organizmu.
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1.1.4. Promjene N-glikana u bolesti

S obzirom na visoku raznolikost koja ocrtava evolucijsku vaznost glikana te visoki udio
glikoziliranih proteina, jasno je da ¢e glikani biti ukljuceni u cijeli niz patoloskih stanja i bolesti.
Ve¢ 1 djelomican pregled tog istrazivackog podrucja daje niz rezultata, koje je moguce svrstati
u nekoliko skupina, i to obrasce promjene glikana u autoimunim bolestima, kardiovaskularnim

i metabolickim bolestima, opéoj razini upale te starenju.

Pregled literature istrazivackog podrucja autoimunih bolesti pokazao je da su glikani
IgG-a ukljuCeni u niz patogenetskih mehanizama (88, 89). NajeSce promjene koje su
zabiljezene u ovim istrazivanjima su smanjenje razine galaktozilacije, smanjenje razine
sijalilacije, uz istovremeno bimodalanu raspodjelu fukozilacije 1 grananja. Bolest u kojoj je taj
obrazac bio neSto drugaciji je Hashimotov tireoiditis, §to je moguce objasniti raznolikoS¢u
klini¢ke prezentacije i promjenama faze te bolesti. Dvije bolesti koje su svojim obrascem
odskakale od uobicajenih rezultata su bile Crohnova bolest i juvenilni idiopatski artritis u
kojima je zabiljezeno povecanje razine fukozilacije (89). U istom radu implicirano je da bi se
ve¢ 1 male promjene glikana u zdravih osoba mogle koristiti kao pokazatelj povecanog rizika,

dugo prije pojave prvih simptoma autoimunih bolesti (89).

Velika skupina bolesti koje su Cesto povezivane s promjenama glikana su metabolicke i
kardiovaskularne bolesti. Istrazivanje povezanosti glikana s indeksom tjelesne mase (ITM)
pokazalo je malu, ali statisticki znaCajnu promjenu, obiljezenu promjenom razine
galaktozilacije (90, 91). Istrazivanje na uzorku od 473 pacijenata tijekom 7 godina klinickog
pracenja, od kojih je 231 razvilo Se¢ernu bolest ili pred-Secernu bolest, pokazalo da su glikani
GP18 i GP32 snazno povezani s ovim oblikom metabolickih promjena (92). Dodatno, glikani
GP26, GP32 i GP22 bili su povezani i s drugim pokazateljima Secerne bolesti, poput razine
glukoze u krvi, inzulinske rezistencije i razine HbA1C (92). Promjene glikanskih obrazaca i
njihovog profila zabiljeZene su i u ispitanika koji su tijekom 8 tjedana provodili redukcijsku
dijetu, s ciljem smanjenja tjelesne mase (93). Nakon prosje¢nog smanjenja od 11 kg tjelesne
mase, zabiljeZeno je izraZeno smanjenje agalaktoziliranih glikana, uz povecanje sijaliranih.
Autori su taj rezultat pripisali smanjenju razine interleukina 6 (IL-6) i ¢imbenika nekroze

tumora a (TNF-a), koji su povezani s niskom razinom upale (93). Sli¢na analiza na 37 izrazito
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pretilih bolesnika (prosjecan indeks tjelesne mase im je iznosio 48 kg/m?) pokazala je velike
promjene glikana nakon primjene nisko-kalorijske dijete ili operativnog zahvata, obiljezen
smanjenjem agalaktoziliranih glikana (GO) te pove¢anjem udjela digalaktoziliranih i sijaliranih
glikana (94). U oba slucaja, promjene koje su pronadene u uvjetima smanjenja ukupne mase
masnog tkiva bile su suprotne od rezultata koji odraZzavaju povecanje opsega niske razine upale
u organizmu (94). Zaklju¢no, promjene glikana vezane uz nisku razinu upale i kroni¢ne
metabolicke bolesti uklju¢uju smanjenje galaktozilacije i smanjenje sijalilacije IgG-a, dok

glikani u plazmi pokazuju vecu sloZenost 1 grananje.

Pregled koriStenja glikana kao pokazatelja upale pokazao je sli¢ni rezultat, kako su
upalna stanja niskog stupnja intenziteta povezana sa smanjenjem galaktozilacije 1 sijalilacije
(95, 96). Rezultati istrazivanja pokazuju kako se glikanski obrasci mijenjaju tijekom dinamike
razvoja klinicke slike. Analiza glikana tijekom rane faze razvoja Secerne bolesti pokazala je
kako se obrasci glikozilacije mogu mijenjati kako napreduje klinicka slika (97). Taj rezultat
pokazao je kako su glikani vrlo zanimljiv izvor informacije o stadiju bolesti. To je dodatno
potkrijepljeno detaljnom analizom 1 paZljivim profiliranjem stadija i tezine klinicke slike
senilne makularne degeneracije (98). Analiza se temeljila na 2835 ispitanika podijeljenih u
Cetiri skupine, i1 to (i) bilateralno dijagnosticirana bolest, koja je zahvacala oba oka, (ii)
unilateralna bolest, (iii) pred-patoloSke promjene i (iv) kontrolne skupine. Multivarijatna
analiza sugerirala je znac¢ajno smanjenje biantenskih glikanskih struktura u slucaju unilateralne
bolesti te znacajno povecanje proinflamatornih tetra-antenskih plazma glikana u slucaju
klinicku prezentaciju, jer objedinjavanje svih klinickih stadija bolesti u jednu skupinu nije dalo
niti jedan znacajan rezultat, Sto jasno govori u prilog potrebi za bolje definiranim fenotipovima
1 koriStenjem stadija bolesti (98). Isto istrazivanje prikazalo je obrazac koji je vidljiv u teZim
oblicima imunoloskih bolesti i teSkog stadija upale, obiljeZen pove¢anjem udjela triantenskih i
tetraantenskih glikana, koje je opisano i u povecanoj razini upale u sklopu klinicke slike
kronicne boli u ledima (99). Izlaganje raznim stresnim uvjetima, poput teskih oblika operativnih
zahvata, takoder se ocrtavalo na glikanskom profilu. Ubrzo nakon provedenog zahvata, razine
biantenskih glikana su se smanjile, uz istovremeno smanjenje obrazaca fukozilacije i1 jako
povecanje udjela tetraantenskih glikana (100). Detaljnija analiza pokazala je vrlo zanimljiv

rezultat, u kojem su tijekom prvih 72 sata promjene glikanskih profila bile sliéne medu svih
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107 analiziranih bolesnika, da bi se tijekom kasnije post-operativne faze ti obrasci u znatnoj
mjeri poceli razlikovati medu bolesnicima (101). Autori su taj rezultat protumacili kao
izazivanje jedinstvenog i evolucijski odrZzanog odgovora na stres u ranim stadijima nakon
operacije, koji se u kasnijem post-operativnom tijeku po¢ne mijenjati u skladu s pojedinacnim
genetskim obiljezjima koja u konacnici diktiraju individualne mehanizme 1 obrasce cijeljenja

(101).

Skupni opis promjena glikanskog profila prema patogenezi bolesti mogao bi se svesti

na tri opéenita metaboliCka puta tj. obrasca promjena N-glikana:

a) povecanje udjela razgranatih glikana i sijalilacije zabiljezeno je u uvjetima niske
razine upale u starenju (97, 102),

b) smanjenje udjela galaktozilacije 1 sijalilacije u kronicnim bolestima, posebice
kroni¢nim autoimunim bolestima (103) te

c) povecanje udjela fukozilacije, koja je ucestala u onkoloskim bolestima (104); ¢esto
se u raznim tumorima nalazi i poseban oblik grananja glikana nazvan Lewisov agent

(105).

1.1.5. Kronolos$ka i bioloska dob

Jedan od vrlo zanimljivih rezultata koristenja glikana je izracun bioloske dobi. Tijekom
posljednjih desetljeca starenje populacije prepoznaje se kao brzo rastuéi izazov, pa se broj
istrazivanja na tu temu ubrzano povecava. Epidemioloski podaci potvrduju trend starenja: 11%
svjetske populacije ve¢ ima >60 godina, a do 2050. predvida se povecanje na 22% (106).
Starenje se tradicionalno mjeri kronoloskom dobi, definiranom kao broj godina od rodenja do
trenutka mjerenja, no takva mjera ne obuhvaca svu raznolikost bioloskih 1 patoloskih procesa 1
zanemaruje brojne vanjske utjecaje. Zbog toga su razvijene metode procjene bioloske dobi koje
odrazavaju stvarno funkcionalno stanje organizma, oslonjene na objektivne biomarkere i
koristenje statistickih metoda i strojnog ucenja (107). Intrinzi¢no starenje obuhvaca promjene
temeljnih bioloskih obiljezja na stani¢noj, molekularnoj, genetskoj i hormonalnoj razini, koje
se spontano nakupljaju tijekom vremena (108). Nasuprot tome, ekstrinzi¢no starenje oblikuju
okolisni ¢imbenici, prehrambene navike, oksidativni stres i drugi ¢imbenici koji ubrzavaju

fizioloSko propadanje. Danas je opisano vise ,,satova starenja” (engl. aging clocks) temeljenih
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na epigenetskim 1 proteomskim promjenama, upalnim 1 imunoloSskim putovima,
,heuroimaging-u‘ te promjenama vezanima uz mikrobiom, kao i drugim novim modelima, a
na njihovu prediktivnost utjecu razlike u komorbiditetima, Zivotnom stilu 1 psihosocijalnim
¢imbenicima (109). Jedan od njih je i Glycan age koji procjenjuje biolosku dob iz uzorka N-
glikana vezanih na IgG, pri ¢emu se glikanski profil s vremenom mijenja 1 odraZava upalna
stanja niskog stupnja (engl. low grade inflammation) te funkciju imunoloskog sustava (110,
111). Kako osoba stari, u njenom glikanskom profilu obi¢no se smanjuju galaktozilacija i
sijalilacija, a povecava udio agalaktoziliranih 1 ponekad biantenskih struktura; taj pomak gura
IgG prema proinflamacijskom profilu i1 time pruza mehanisticko uporiste za Glycan age (110,
111). Velike kohorte pokazale su da kombinacija malog broja IgG glikanskih obiljezja
objasnjava do priblizno 58% varijabilnosti kronoloske dobi, dok se preostala varijabilnost
snazno povezuje s fizioloSkim pokazateljima bioloSkog starenja (111). Nasljedna komponenta
Glycan age-a procijenjena je na oko 40%, Sto upucuje na umjeren genetski doprinos i znatan
utjecaj okolisa (112). Zajedno gledano, Glycan age je robusna i bioloski utemeljena mjera koja

kvantificira imunolosku komponentu starenja te dobro reagira na modificiraju¢e ¢imbenike.

1.2. Opstrukcijska apneja tijekom spavanja (OSA)

U posljednja dva desetlje¢a sve se vise istrazuje pojava nepovoljnih i patoloskih
obrazaca disanja tijekom spavanja, $to je ponajprije posljedica povecanja svijesti o nepovoljnim
neurokognitivnim 1 kardio-metaboli¢kim posljedicama poremecenog disanja tijekom spavanja
(113, 114). Usporedno s tim, poboljSava se razumijevanje mehanizama koji dovode do takvog
poremecaja, pri ¢emu je vecina istraZivanja usmjerena na dva glavna podru¢ja: mehanizme koji
utjeCu na prohodnost gornjih disnih putova u budnosti 1 tijekom spavanja te stabilnost neuralne
kontrole disanja tijekom spavanja (115, 116). Iako problemi s odrZzavanjem prohodnosti gornjih
disnih putova primarno dovode do pojave opstrukcijske apneje tijekom spavanja, nestabilni
mehanizmi regulacije obrazaca disanja mogu dovesti do razli¢itih vrsta apneje, ovisno o

sklonosti kolapsu pojedinog dijela disnog puta (117).

Apneja tijekom spavanja Cest je 1 raznolik poremecaj, unutar kojeg je moguce definirati
tri razlicita oblika: opstrukcijska, centralna ili mjeSovita. Prema istrazivanju Messinea i Eckerta

iz 2020., patogeneza apneje tijekom spavanja obiljeZena je promjenom jedne ili viSe sljedecih
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fizioloSkih znacajki: (i) anatomsko oStec¢enje ili odstupanje od homeostaze — kolabirajuci
gornji disni put, koji je klju¢na znacajka opstrukcijskih apneja; (ii) mehanizam pojacane petlje
u kontroli disanja odnosno tzv. loop gain, koji moZe uzrokovati centralne apneje i pridonijeti
ciklickom disanju u OSA-i, a ako je prenizak, moze uzrokovati hipoventilaciju u spavanju; (iii)
sklonost budenju tijekom spavanja (prag budenja); 1 (iv) funkcija miSi¢a gornjih diSnih putova

tijekom spavanja (118).

Centralna apneja tijekom spavanja (engl. central sleep apnea, CSA) obuhvaca skupinu
poremecaja disanja povezanih sa spavanjem koji ¢esto proizlaze iz drugih medicinskih stanja,
ukljucujuéi kroni¢no zatajenje srca, mozdani udar te primjenu lijekova poput opioida i njihovih
derivata. CSA je obiljeZena smanjenjem (hipopneja) ili potpunim prestankom disanja (apneja)

te s tim povezanim smanjenjem respiracijskog napora tijekom spavanja (119).

Nasuprot tome, opstrukcijska apneja tijekom spavanja najce$¢i je poremecaj disanja
povezan sa spavanjem. Obiljezavaju ga ponavljane epizode djelomicne (hipopneja) ili potpune
opstrukcije (apneja) gornjeg diSnog puta tijekom spavanja (120) unato¢ postojanju
respiracijskih napora, dovode¢i do smanjenja zasi¢enosti krvi kisikom i moguceg posljedi¢nog

budenja (121).

1.2.1. Patofiziologija OSA-e

Patofiziologija OSA-e joS uvijek je predmet istraZivanja. Jedan od ¢imbenika koji utjece
na prohodnost gornjeg diSnog puta su anatomski ¢imbenici koji povecanjem mekih tkiva
smanjuju lumen gornjih disnih puteva u podrucju zdrijela u nekih bolesnika s OSA-om (122).
Opcenito, omjer mase mekih tkiva gornjih diSnih putova u bolesnika s OSA-om
neproporcionalno je velik u odnosu na prostor koji stvaraju koStane strukture S$to obavijaju
zdrijelo. Stoga u jednom dijelu bolesnika s OSA-om viSak mekog tkiva ili malen koStani okvir
suzava funkcionalni lumen Zdrijela (122). Ovisno o procjenama, u polovice do tri ¢etvrtine svih
bolesnika OSA nastaje zbog ovog problema u retropalatalnim i orofaringealnim podruc¢jima
(123, 124). Prosjecno 25-44% bolesnika s OSA-om ima kolaps u podrucju baze jezika (123,
124), dok je hipofaringealna regija najmanje zastupljena kao mjesto smanjenja prohodnosti
diSnog puta i javlja se u 0—33% bolesnika s OSA-om (125-128). U bolesnika s teskim oblikom

OSA-e mjesto kolapsa najces¢e se ne mijenja tijekom bolesti 1 u gotovo 80% bolesnika ostaje
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isto (129). Ponovno otvaranje diSnog puta pri zavrSetku apneje najCeS¢e se zbiva tijekom
udisanja, a pocetak udisaja je vrlo nagli u polovice bolesnika, a postupan u druge polovice
(130). U usporedbi sa zdravim ispitanicima, u bolesnika koji pate od kroni¢nog hrkanja, s OSA-
om ili bez nje, uoceno je opcenito suzenje promjera zdrijela, neovisno o tome jesu li pretili ili
ne (131). Sto su veéi volumeni lateralnih stijenki Zdrijela, jezika i ukupnog mekog tkiva, to su
veci izgledi za OSA-u (132). Zadebljanje lateralnih stijenki Zdrijela ¢ini se prevladavaju¢im

patogenetskim ¢imbenikom koji doprinosi OSA-i (133).

Zajednicka obiljezja vecine bolesnika s OSA-om ukljucuju anatomske poremecaje, koji
stvaraju uvjete za nastanak 1 napredovanje stadija bolesti. Patofiziologija OSA-¢ je slozena i
visefaktorska, pri ¢emu klju¢nu ulogu, uz anatomske predispozicije, igraju funkcionalni,
odnosno neanatomski ¢imbenici koji odreduju stabilnost gornjih diSnih putova i kontrolu
disanja tijekom spavanja (134—136). U literaturi se kao glavni neanatomski ¢imbenici povezani

s povecanim rizikom za OSA-u navode muski spol, povisen ITM te starija Zivotna dob (137).

1.2.2. Prevalencija OSA-e

Osnovni problem procjene prevalencije OSA-e vezan je uz probleme dijagnostike.
Pouzdanu dijagnozu OSA-e moguce je postaviti samo nakon provedbe cjelonocne
polisomnografije ili poligrafije, koje se provode u centrima ili laboratorijima za poremecaje
spavanja te ith moze napraviti samo posebno educirani lijecnik prate¢i smjernice ESRS-a (engl.
European Sleep Research Society) ili AASM-a (engl. American Academy of Sleep Medicine)
(119).

Prvi korak u razumijevanju prosirenosti bolesti je pregled istrazivanja koja su pokusala
definirati opterecenje bolesti (engl. burden of disease), u kojim je moguce provesti globalnu i
regionalnu procjenu optere¢enja. Analiza koju su proveli Benjafield 1 suradnici predstavlja prvo
globalno istrazivanje koje je s visokom razinom metodoloske preciznosti procijenilo ucestalost
OSA-e, ¢ime su postavljeni temelji za buduc¢a epidemioloska i javnozdravstvena istraZivanja
(138). Rezultati te analize ukazuju na zabrinjavajuce visoku globalnu prevalenciju, pri ¢emu se
procjenjuje da gotovo milijardu odraslih osoba u dobi izmedu 30 1 69 godina pokazuje neki

oblik OSA-e (138). Od toga se priblizno 425 milijuna pojedinaca ubraja u skupinu s umjerenim
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do teskim oblicima poremecaja, Sto predstavlja razinu tezine koja najcesce zahtijeva specifican

klini¢ki pristup i dugoro¢no terapijsko pracenje (138).

Analiza vremenskih trendova upucuje na stvarno povecanje prevalencije OSA-e, a ne
samo privid zbog poboljSane dostupnosti dijagnostickih metoda. U studiji Wisconsin Sleep
Cohort, dobno specifi¢na prevalencija umjereno teSkog poremecaja disanja tijekom spavanja
otprilike se udvostrucila tijekom dva desetljeca na priblizno 10—17% u muskaraca u dobi od 30
do 70 godina te 3-9% u Zena, §to je pratilo povecanje ucestalosti pretilosti 1 starenje populacije
(139). Jedna od zanimljivih ideja je da je OSA moguca posljedica pretilosti te kako je ovo
jedna od posljedica epidemije povecane tjelesne mase (139). Provedba sli¢nog istrazivanja u
Svicarskoj (kohorta ispitanika nazvana HypnoLaus) ukazala je na usporedivo visoki udio ljudi
u populaciji koji su imali razne oblike poteskoca s disanjem tijekom spavanja, sugeriraju¢i da
je povecanje prevalencije stvarno i u populacijama izvan SAD-a (140). Medutim, jedan od
parametara koji mogu nepovoljno utjecati na spoznaje o proSirenosti ove bolesti je kvaliteta i

usporedivost dijagnosti¢kih postupaka.

Regionalni obrasci pojavnosti 1 prevalencije OSA-e preslikavaju demografiju i
raspodjelu ¢imbenika rizika. Iako se dobno standardizirana zastupljenost razlikuje ovisno o
dijagnostickim pravilima 1 nacinu na koji se postavlja dijagnoza, zemlje koje imaju vecu
prosjecnu dob i vece prevalencije kardiovaskularnih ¢imbenika rizika imaju najveéi broj
sluc¢ajeva; regionalna analiza pokazala je kako u jugoisto¢noj Aziji i oba americka kontinenta
postoje podrucja s izrazeno visokom prevalencijom (138). Bolesnici s podrucja Azije imali su
vedi rizik pojave teskog oblika bolesti, u usporedbi s bolesnicima europskog porijekla koji su

imali slicne indekse tjelesne mase (141).

Razlike u pojavnosti prema spolu pokazuju da je OSA znatno ¢eS¢a u muskaraca, uz
vrlo zanimljiv trend izjednac¢avanja prevalencije OSA-e u poslije-menopauzalnih Zena;
prevalencija bolesti u dobi od 40-85 godina bila 49,7% u muskaraca 1 23,4% u Zena
(HypnoLaus), ili srednje teSka OSA s prevalencijom 10—17% u muskaraca u usporedbi s 3-9%
u Zena (139, 140). Prevalencija u srednjoj Zivotnoj dobi procijenjena je na 24% u muskaraca 1
9% u zena (142), sto je jasno govorilo u prilog potesko¢ama izravne usporedbe medu razli¢itim

istrazivanjima te potrebe za provedbom studije utemeljene na ujednacenoj metodologiji.
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Zakljucno, vidljivo je kako se prevalencija OSA-e mijenja u oba spola ovisno o dobi i da se ona

izjednacava u muskaraca i Zena nakon sedmog desetljeca.

Zbog visoke prevalencije 1 Cinjenice da bolesnici Cesto ne prijavljuju probleme sa
spavanjem, sustavni pregled tegoba prilikom probira treba obuhvatiti pitanja o hrkanju, noénim
zastojima disanja te dnevnom umoru ili pospanosti (143). Za procjenu rizika za OSA-u koriste
se Berlinski upitnik (144), razvijen za primjenu u primarnoj zdravstvenoj zastiti te STOP i
STOP-Bang upitnici (145), inicijalno namijenjeni preoperativnom probiru u pretilih bolesnika.
Epworthova ljestvica pospanosti Siroko je primijenjena u klinici i istrazivanjima, ali ima nisku
osjetljivost za (146, 147). Pregledom svih navedenih upitnika u procjeni rizika za OSA-u moze

se re¢i da je STOP-Bang najucinkovitji od njih (147, 148).

Jedan od ¢imbenika koji je takoder bio doveden u svezu s rizikom za nastanak OSA-e
je 1 socioekonomski status. Rezultati sustavnog pregleda Guglielmija i sur. upucuju na jasnu
vezu 1 povecanje rizika u skupinama populacije s nizim socioekonomskim statusom (149). Isto
istrazivanje dodatno ukazuje na potrebu pazljive analize, jer je socioekonomski status sam po
sebi rizik za druge kardiovaskularne rizicne ¢imbenike (148). I druga istrazivanja pokazala su
sli¢an rezultat u populaciji Indije (150) i SAD-a (151), dok su rezultati iz tradicionalno socijalno
osvjestenijih zemalja poput Greke, Njemacke i Svedske pokazali kako je socioekonomski status
slabije povezan s rizikom nastanka OSA-e te da su drugi ¢imbenici poput vrste posla ili
1zlozenosti drugim kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika puno snaznije povezani s OSA-om

nego socioekonomski status (152—154).

1.2.3. Komorbiditeti povezani s OSA-om

Komorbiditeti su Cesto zabiljezeni u bolesnika s OSA-om. OSA moZe pogorSavati
kroni¢na oStecenja organa te time djelovati kao okidac patofizioloskih odgovora, Sto podupire
hipotezu o vezi OSA-e i pridruZenih kroni¢nih kardiovaskularnih i metabolic¢kih bolesti (155).
Istovremeno, OSA je u prethodnim istrazivanjima prikazana i kao uzrok i kao posljedica kardio-

metabolickih poremecaja, ¢ime ta povezanost ima bidirekcijski smjer (156—158).
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Najbolje proucen kardiovaskularni komorbiditet je arterijska hipertenzija (159).
Zabiljezen je jasan dozni ucinak (engl. dose-response relationship) izmedu tezine klinicke slike
OSA-e 1 vrijednosti arterijskog tlaka (160). Povecani arterijski tlak moZe biti prisutan samo
tijekom spavanja ili/i tijekom budnosti, pa je u populaciji s OSA-om opravdano i preporucljivo

napraviti 24-satno mjerenje arterijskog tlaka (159).

Izvan kardiovaskularnog sustava, metabolicka os ¢vrsto povezuje OSA-u s pretiloséu,
stanjem koje samo po sebi prati poremecena energetska homeostaza i upala masnog tkiva (161).
Poznato je kako noc¢na ponavljana hipoksija mijenja metabolizam glukoze, pa OSA moze
neovisno pridonositi razvoju metabolickih poremecaja (162). Meta-analiza Wanga 1 sur.
objavljena 2022., koja se temeljila na 25 prethodnih istrazivanja s vise od 100.000 ispitanika
pokazala je da je OSA povezana s veéim rizikom poremecene glikemije nataste, poremecene
tolerancije glukoze i Se¢erne bolesti u kohortnim i presje¢nim studijama. Rizik za Sec¢ernu bolest

povecava se s pogorSanjem klinicke slike OSA-e (163).

Sli¢na dvosmjerna veza opisuje se i izmedu kroni¢ne bolesti bubrega (KBB) i OSA-e.
KBB moze pogodovati nastanku OSA-e putem promijenjene kemorefleksne osjetljivosti,
suzenja zdrijela zbog preopterecenja teku¢inom i1 nakupljanja uremijskih toksina, dok OSA
istodobno moze ubrzavati gubitak bubrezne funkcije (164). Danas se OSA prepoznaje 1 kao Cest
1 klinicki vazan komorbiditet u kroni¢noj opstruktivnoj pluénoj bolesti (KOPB), astmi i

intersticijskim bolestima pluca (165).

Konac¢no, veza OSA-e i1 malignih bolesti intenzivno se istrazuje. Rezultati su zasad
neujednaceni i ne dopustaju zaklju¢ak da OSA uzrokuje nastanak tumora ili ubrzava njihov
razvoj. Ipak, niz nalaza sugerira moguéu povezanost te opravdava daljnja istrazivanja kako bi
se taj ucinak potvrdio ili opovrgao (166). Zajedno gledano, ovi podaci naglaSavaju vaznost
prepoznavanja i individualiziranog lijeCenja OSA-e u kontekstu komorbiditeta, uz moguénost

da ¢e koristi terapije ovisiti o fenotipu bolesnika (167).
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1.2.4. Dijagnostika i pracenje tijeka

Cjelono¢na polisomnografija (PSG) zlatni je standard za dijagnostiku poremecaja
disanja tijekom spavanja. Omogucuje kvalitativno i kvantitativno ispitivanje spavanja i
budnosti, prijelaza spavanje-budnost te funkcije drugih sustava na koje spavanje utjece (168).
Tijekom cjelono¢ne PSG biljeze se stadiji spavanja, pokreti udova, protok zraka u gornjem
diSnom putu, hrkanje, aktivnost miSica donje cCeljusti respiracijski napori torakalne i
abdominalne muskulature, sr€ana frekvencija 1 ritam, zasi¢enje krvi kisikom te polozaj tijela
tijekom spavanja (169). Pretraga bi trebala trajati najmanje 6 sati kako bi se izveo pouzdan

zakljucak o dijagnozi poremecaja spavanja (170).

PSG u specijaliziranom centru ostaje zlatni standard za dijagnostiku OSA-e, no
kapaciteti za mjerenje 1 dijagnostiku su ogranic¢eni kako opremom tako i visoko kvalificiranim
lijecnicima, sestrama i tehnicarima posebno educiranim u podruc¢ju medicine spavanja. Isto tako
s obzirom na visoku incidenciju i prevalenciju OSA-e, mali broj laboratorija, duge liste cekanja

1 visoke tro§kove, preporucena je uporaba prijenosnih sustava u procjeni OSA-e (171).

Dijagnoza OSA-e moze se postaviti i pomocu jednostavnijeg dijagnostickog postupka
poligrafskog snimanja (engl. polygraphy, PG). Ta metoda ukljuCuje pracenje srcane
frekvencije, zasi¢enosti krvi kisikom, protoka zraka kroz diSne putove, respiracijske 1/ili
abdominalne napore (172). Prednost poligrafije jest moguénost provodenja pretrage u kuénim
uvjetima, uz prethodnu pripremu i edukaciju pacijenta u centru za medicinu spavanja.
Poligrafsko snimanje obuhvaca manji broj fizioloskih parametara u odnosu na standardnu PSG,
te se smatra metodoloski jednostavnijim, tehnicki manje zahtjevnim i lakSim za interpretaciju
rezultata, Sto ga Cini prakti¢nim dijagnostickim alatom u svakodnevnoj klinickoj primjeni (173,
174). U slucajevima kada rezultati poligrafskog snimanja nisu dovoljno jasni za pouzdanu

interpretaciju, konacna potvrda dijagnoze zahtijeva provedbu PSG (172).

Narav 1 stupanj OSA-e obi¢no se kvantificiraju pomocu apneja-hipopneja indeksa
(AHI), koji predstavlja zbroj apneja i hipopneja po satu spavanja. Prema smjernicama AASM-
a (engl. American Academy of Sleep Medicine), stupanj bolesti se razvrstava prema vrijednosti

AHI na: blagu OSA-u karakterizira AHI od 5 do 15; umjerenu AHI od 15 do 30, a teSku AHI
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>30 (175). Vrijednost AHI je trenuta¢no najcesce koristen pokazatelj stupanj OS A-e u podrucju

medicine spavanja (176).

1.2.5. Lijecenje i ishodi bolesti

Postoji viSe nacina lijeCenja opstrukcijske apneje tijekom spavanja: kontinuirani ili
automatski pozitivni tlak u diSnim putovima (CPAP ili APAP), oralne udlage, te nekim
slu¢ajevima 1 kirurska terapija. Istodobno se preporucuju promjene Zzivotnog stila poput
smanjenja povecane tjelesne mase te prekida konzumacije alkohola i duhana (177). Vaznost
pravodobnog lije¢enja ogleda se 1 u troskovima koje bolest uzrokuje. Rezultati dosadasnjih
istrazivanja pokazali su kako su prije postavljanja dijagnoze, pacijenti s klini¢ki prepoznatom
OSA-om imali priblizno dvostruko vise zdravstvene troskove od kontrolnih ispitanika bez

bolesti uskladenih po dobi, spolu i prebivalistu (178).

Najcesc¢a terapija za OSA-u je uredaj CPAP ili APAP, koji se primjenjuje svaku no¢
tijekom spavanja preko nazalne maske (179). CPAP ili APAP uredaj iznimno je ucinkovit i
ostaje temelj lijeCenja 1 nakon cCetiri desetlje¢a klinicke primjene (179). Ucinkovitost je
potkrijepljena dokazima: CPAP ili APAP u odraslih s OSA-om znafajno smanjuje stupanj
bolesti, pospanost 1 arterijski tlak, umanjuje rizik za prometne nesrece te poboljSava kvalitetu
zivota povezanu sa spavanjem (180). Tlak u uredaju treba individualno odrediti na temelju
titracije tijekom nekoliko no¢i. Maska mora dobro prijanjati bez propustanja, a prednost treba
dati nazalnim u odnosu na oronazalne maske (181). CPAP/APAP je vrlo djelotvoran, ali
znacajan udio bolesnika slabo se pridrzava terapije (182). Najmanje Cetiri sata po no¢i, tijekom
najmanje 70% noc¢i unutar razdoblja od trideset dana smatra se pridrzavanjem smjernica za
propisanu terapiju CPAP-om (183). Bolesnici koji ne pridrzavaju propisane terapije zahtijevaju
dodatnu potporu i savjetovanje kako bi se poboljsala suradljivost i postigao optimalan terapijski
ucinak. Ponekad ¢e u odredenog broja bolesnika u kojih se ne postize zadovoljavajuca
suradljivost biti potrebno odabrati i druge alternativne terapije koje poput primjerice dentalnih

udlaga, ponekad i polozajne terapije (184—186).

Smanjenje tjelesne mase donosi dodatne zdravstvene koristi i treba ga rutinski

preporucivati veéini bolesnika s OSA-om. Trenuta¢no nema Siroko ucinkovitih lijekova za
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lijeCenje OSA-e, uz vazne iznimke u pacijenata koji uz OSA-u boluju 1 od hipotireoze 1
akromegalije. LijeCenje moZe znaCajno utjecati na indeks AHI (184). Polozajna terapija moze
koristiti unutar podskupina bolesnika, no za sada ne postoje jasni dokazi o uc¢inkovitosti ovog
oblika lije¢enja (184). Dvije dodatne metode pokazale su zanimljive klinicke ishode u
specifiénim indikacijama. Tako je u terapiji blazih oblika klini¢ke slike koriStena terapija
oralnim udlagama (OA) (187). Razina dokaza je visoka i potvrduje u¢inkovitost OA, no CPAP
se 1 u tom slucaju pokazao kao ucinkovitiji (187). Ucinkovitost OA potvrdena je u dijela
bolesnika; uspjeh definiran kao najvise 10 apneja ili hipopneja po satu spavanja postignut je u
prosjeku u 52% lijecenih (185). Takoder u novije vrijeme provodi se stimulacija hipoglosalnog
zivca pri ¢emu se koriste uredaji odobreni za klinicku stimulaciju genioglosalnog misica,

glavnog misica koji Siri zdrijelo jednostrano ili obostrano (188).

1.2.6. Uloga biomarkera u pristupu pacijentu s OSA-om

OSA je povezana s nizom endokrinoloSkih, imunoloskih, metaboli¢kih 1 upalnih
poremecaja koji se mogu detektirati koriStenjem biomarkera iz krvi i plazme. Idealni biomarker
za OSA-u trebao bi imati bolju u€inkovitost u probiru pacijenata s pove¢anim rizikom za OSA -
u. Nadalje, trebao bi korelirati sa stupnjem bolesti, predvidati kardiovaskularne i metabolicke
rizike, te sluziti u prac¢enju terapijskih ishoda (189, 190). PoviSene serumske vrijednosti HbAlc,
C-reaktivnog proteina (CRP) i eritropoetina (EPO) trebale bi pobuditi visoku sumnju na OSA-
u i mogu imati ulogu u probiru (189). Kombinacije biomarkera koreliraju sa stupnjem OSA-¢ i
mogu pomoc¢i u prepoznavanju i prioritetnom upucivanju bolesnika s ve¢im rizikom za OSA-u
na dijagnostiku i lijeCenje (191). PoviSenje serumske koncentracije kopeptina moze odrazavati
odgovor na stres u nekim bolestima, osobito kardiovaskularnima, no razlike u razinama
kopeptina medu OSA skupinama nisu pronadene (192). OSA je neovisni ¢imbenik rizika za
disfunkciju endotela i kardiometabolicke bolesti. Razine plazmatskog endokana poviSene su u
mnogim bolestima i predstavljaju noviji biljeg disfunkcije endotela, pri ¢emu je serumski
endokan snazno povezan sa stupnjem OSA-e i endotelnom disfunkcijom te bi mogao biti rani,
novi marker za preuranjeno oStecenje vaskularnog endotelnog sustava u OSA-1 (193). U
usporedbi pretilih ispitanika sa i bez OSA-e, uz uparivanje po opsegu struka i ITM-u, nadeno
je da je TNF-a bio znacajno ve¢i u pretilih s OSA-om, a znafajno povecanje CRP-a bilo je
povezano s minimalnim i prosje¢nim vrijednostima zasi¢enja kisikom izmjerenima pulsnom

30



oksimetrijom, $to ukazuje na Cinjenicu da hipoksemija djeluje kao okida¢ upalnog odgovora
(194). Budu¢i da je pretilost ¢imbenik rizika 1 za Se¢ernu bolest i za OSA-u, postavlja se pitanje
je li ITM zbunjujuéi ¢imbenik u odnosu OSA-e i poremecene glikemije (190). U bolesnika sa
Se¢ernom boles¢u prisutnost blage, umjerene i teSke OSA-e povisila je HbAlc u prosjeku za
1,49%, 1,93% 1 3,69%, pri ¢emu je povecanje bilo neovisno o ITM-u (195). U bolesnika s OSA-
om bez Secerne bolesti pokazana je znacajna linearna povezanost izmedu indeksa budenja te
HbAlc i glukoze nataste, takoder neovisno o debljini (196). Pokazano je i da su u OSA-i
izmijenjene razine markera oksidativnog stresa; klinic¢ki je interes usmjeren na 8-izoprostan
(engl. 8-isoprostane), interleukin 6 (IL-6) 1 duSikov oksid, a u kondenzatu izdahnutog zraka
nadene su povecane vrijednosti 8-izoprostana i IL-6 u ispitanika s OSA-om 1 drugim
respiratornim poremecajima (197-199). U jednoj je studiji u usporedbi OSA-e, pretilih i
pacijenata bez OSA-e pokazano da su razine IL-6 1 8-izoprostana, iako povisene u pretilosti,
bile najvise u OSA skupini (199). Kao moguci marker predlozen je i cistein. Istrazivanje Cintra
i sur. je 2011. dokazalo u 75 spolno i dobno uparenih ispitanika sa i bez OSA-e da su razine
homocisteina bile slicne, dok je cistein bio ve¢i u OSA skupini (200). Iako postoji vise
obecavajucih kandidata za dijagnostiku i lije¢enje, nijedan jos nije dosegnuo kriterije idealnog
biomarkera (190, 201) Kroni¢na upala, hipoksemija, fragmentacija spavanja i stres koje OSA
uzrokuje povezani su s promjenama biomarkera, no dijagnosti¢ka korisnost pojedinacnih

biljega ili njihovih kombinacija i dalje je neuvjerljiva za identifikaciju OSA-e (202).

Skupina biomarkera koji se koriste u predvidanju rizika za pojavu bolesti su i N-glikani.
Iako dosadasnja istrazivanja nisu pokazala da su glikani analizirani u vezi s OSA-om, njihova
priroda i prethodni obrasci koriStenja ukazuju na vrlo veliki potencijal. Prethodna istrazivanja
pokazala su kako su glikani ¢esto promijenjeni u uvjetima kardiovaskularnih i metabolickih
poremecaja te upalnog odgovora (90, 91, 93-95) slicnima onima u OSA-i. S druge strane,
glikani pokazuju i vrlo zanimljivu plasti¢nost, na nacin da ih je moguce koristiti kao biomarker
napredovanja dinamike bolesti (92-95), ¢ime postaju i vrlo zanimljivi za bilo koji oblik
intervencijskih istrazivanja. Konacno, prethodna istrazivanja pokazala su da su oni i izvrstan
biomarker bioloSke dobi, ¢ime postaju prioritet istrazivanja uloge biomarkera u odredivanju i
pracenju dinamike OSA-e. Stoga je glavni cilj ove disertacije bio ispitati glikanske profile u

bolesnika s OSA-om, s posebnim naglaskom na njihovu promjenu nakon lije¢enja.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



2.1. Ciljevi

1. Istraziti profile N-glikana plazme 1 IgG-a u bolesnika s OSA-om teskog stupnja i
kontrolnih ispitanika.

2. Procijeniti glikansku dob (Glycan age) kao molekularni pokazatelj bioloskog starenja u
bolesnika s OSA-om teskog stupnja i kontrolnih ispitanika.

3. Ispitati razlike u vrijednostima izmedu kronoloske i1 bioloSke dobi bolesnika s OSA-om
teskog stupnja i bez OSA-e.

4. Istraziti ucinkovitost lijeenja CPAP-om na usporavanje bioloSkog starenja mjerenog
procjenom glikanske dobi u bolesnika s teskim oblikom OSA-e.

2.2. Hipoteze

1. Profil N-glikana razlikovat ¢e se u plazmi bolesnika s teskim oblikom OSA-e od
kontrolnih ispitanika.

2. Bolesnici oboljeli od teSkog oblika OSA-e ¢e imati vecu bioloSku dob od kontrolnih
ispitanika.

3. Bolesnici oboljeli od teskog oblika OSA-e ubrzano stare.

4. Lijecenje OSA-e koriStenjem CPAP-a usporava brzinu starenja procijenjenu

koristenjem glikanske dobi (Glycan age).
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Ispitanici i ustroj istrazivanja

IstraZzivanje je provedeno u Centru za medicinu spavanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu 1 Klinickoga bolni¢kog centra Split. U istrazivanje je bilo ukljuc¢eno 93
ispitanika koji su 2022. godine obavili poligrafiju (PG) ili cjelono¢nu polisomnografiju (PSG)
u Centru za medicinu spavanja. Kriteriji ukljucenja bili su odrasla dob (>18 godina), bez teskih
oblika invaliditeta 1 bez poznatih stanja koja zahtijevaju institucionalnu skrb. Ispitanici su bili
upuceni od strane nadleznih lije¢nika obiteljske medicine na dijagnosticku obradu u Centar za
medicinu spavanja u Splitu, pod sumnjom poremecaja disanja prilikom spavanja. Svi ispitanici
su bili informirani o protokolu, ciljevima i mogucim rizicima te su potpisali pisani informirani
pristanak. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Splitu (broj odobrenja 2181-198-03-04-20-0056).

Prema ustroju, ova disertacija sastoji se od dva povezana dijela. Prvi se temeljio na
provedbi istrazivanja slucajeva i kontrola (engl. case control study), a cilj mu je bio usporediti
glikanske profile bolesnika s OSA-om teskog stupnja s kontrolama. Drugi dio je po ustroju bio
studija prac¢enja (engl. follow-up study), u kojoj su bolesnici kojima je bila dijagnosticirana OSA
teskog stupnja bili podvrgnuti lijeCenju, nakon kojeg su im ponovno uzeti uzorci za analizu

glikana (Slika 4).

U sklopu dijagnostike odraden je ujednaceni dijagnosticki protokol za sve ispitanike:
detaljna anamneza 1 klinicki pregled, potom poligrafija (PG) ili cjelono¢na polisomnografija
(PSG) koriste¢i SOMNOcheck2 (Weinmann, Hamburg, Njemacka), Alice 6 ili Alice NightOne
(Philips Respironics, Eindhoven, Nizozemska). Zapisi su analizirani i interpretirani prema
dijagnostickim kriterijima AASM-a i smjernicama Europskog drustva za istrazivanje spavanja
(ESRS) (119). Dijagnozu 1 stupanj OSA-e postavio je lijeCnik somnolog na temelju indeksa
apneja/hipopneja (AHI), pri cemu je AHI > 30 oznacavao teSku OSA-u, a AHI < 5 odsutnost
bolesti. Nakon no¢nog testiranja i potvrde dijagnoze, svakom je ispitaniku uzet uzorak venske
krvi. Krv je prikupljena u 4 mL vakuumske epruvete s etilendiamintetraoctenom kiselinom
(EDTA), i centrifugirana unutar 1 sata (3000 okr/min, 15 min, 4 °C). Zatim je plazma odvojena

od stanica, podijeljena na manje uzorke od 100 pL i pohranjena na —80 °C do daljnje analize.
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Slika 4. Dijagram tijeka istraZivanja

Veli¢ina uzorka planirana je za asimetri¢ni dizajn slucajeva i kontrola, uz pretpostavku
razine statisticke znac¢ajnosti od o=0,05, statisticke snage od £=0,8, omjera slucajeva i kontrola
k=0,3 pretpostavke udjela bolesnika medu kontrolama p0=0,01 te udjela bolesnika u opcoj
populaciji p/=0,3. Na temelju ovih pretpostavki izraCunat je potreban uzorak, koji se sastojao
od 90 ispitanika (69 slucajeva 1 21 kontrole), koriStenjem Fleissove metode s korekcijom za

kontinuitet.
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Drugi dio istrazivanja odnosio se na pracenje ucinka lijeCenja bolesnika koji su imali
dijagnosticiranu OSA-u teSkog stupnja. Svima je ponudeno lije¢enje CPAP/APAP uredajem u
trajanju od Sest mjeseci. Ispitanici koji su pristali su nakon razdoblja lijeCenja ponovno pozvani
u laboratorij te su im uzeti uzorci krvi 1 prikupljeni 1 obradeni istim metodama kao u prvom
dijelu istrazivanja, a podatak o AHI vrijednosti na kraju lijeenja ocitan je iz memorijskih
kartica CPAP/APAP uredaja. Pridrzavanje smjernica za primjenu terapije uredajem
CPAP/APAP definira se kao koriStenje uredaja najmanje Cetiri sata po no¢i tijekom najmanje

70% noci unutar razdoblja od trideset dana (183).

3.2. Mjerenje N-glikana u plazmi

N-glikani iz plazme odredeni su metodom HILIC-UHPLC-FLR. Za svaku analizu
koristeno je 10 pL plazme, uz denaturaciju inkubacijom sa natrij-dodecil sulfatom (SDS)-om
na 65 °C tijekom 10 min. Slijedilo je oslobadanje glikana dodatkom 1,2 U peptidne glikanaze
F (PNGase F; Acro Biosystems, Newark, SAD) i inkubacijom preko no¢i na 37 °C te
fluorescentno oznacavanje 2-aminobenzamidom prema ranije objavljenim protokolima (42,
203, 204). Odvajanje je provedeno na Acquity UPLC (Waters Corporation, Milford,
Massachusetts), a kvantifikacija fluorescentnim detektorom. Podaci su obradeni

automatiziranom integracijom, a kromatogrami segmentirani u 39 glikanskih vrSaka plazme

(GP) (205).

U kontroli kvalitete koriStena je blok-randomizacija uzoraka za raspored uzoraka na 96-
jazi¢nim ploCama, kako bi se izbjegli odmaci i smanjio rizik nastanka sustavne pogreske. U
svaku plo¢u dodatno je ukljuceno pet istih uzoraka (tehnicka replikacija) i pet uzoraka s drugih

ploca, kao 1 Cetiri interna standarda plazme radi kontrole kvalitete 1 korekcije pojedinog uzorka

(engl. batch effect).

3.3. Protokol profiliranja N-glikana HILIC-UPLC-FLR postupkom

Najprije su N-glikani oslobadani iz pro¢is¢enog glikoproteina, na nacin da je 100-300
ug eluata suseno preko no¢i u 1-ml plo€i. Denaturacija je provedena dodavanjem 20 ul 2%
SDS-a u 10 pl uzorka u 1-ml plo¢i. Plo¢a je zapecadena i zagrijavana na 65 °C tijekom 10 min

radi izlaganja mjesta N-glikozilacije, nakon ¢ega je ohladena na sobnu temperaturu (=30 min).
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Kako bi se zastitio enzim za deglikozilaciju (PNGaza F) od SDS-a, u svaki je uzorak dodano
10 pl 4% IGEPAL-a CA-630 (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, SAD), uz temeljito mijeSanje i

treSnju 15 min na 100 rpm pri sobnoj temperaturi.

Deglikozilacija je provedena PNGazom F u 1% fosfatno puferirane fizoloske otopine
(PBS). Za svaku jazicu pripravljen je enzimski koktel (5% PBS + PNGaza F) tako da je po
uzorku dodano 10 ul koji sadrze 1x PBS 11,2 U PNGaze F (npr. 10 pul 5 PBS +0,12 pul enzima
po uzorku; smjesa je zatim mijeSana na vortex mijesalici, a zatim odijeljena u manje doze). Po
10 pul smjese dodano je u svaku jazicu, uzorci su izmijesani, ponovno zapecaceni i inkubirani

na 37 °C tijekom 18 h, ¢ime su N-glikani oslobodeni u otopinu.

Oslobodeni glikani zatim su u otopini fluorescentno oznaceni 2-aminobenzamidom (2-
AB; Thermo Scientific, Waltham, MA, SAD) reduktivnom aminacijom. Za svako oznatavanje
0,48 mg 2-AB otopljeno je u 25 ul smjese octena kiselina:dimetil-sulfoksid (DMSO) (30:70,
v/v), nakon cega je dodano 1,12 mg 2-metilpiridin-boratnog kompleksa; otopina je mijeSana
dok nije postala bistra. U svaki je uzorak dodano 25 pl reagensa za oznacavanje, smjese su
izmijeSane, zatim treSene 10 min na 200 rpm, potom inkubirane 2 h na 65 °C. Uzorci su zatim

ohladeni treSnjom 30 min na 200 rpm prije pro¢iS¢avanja.

Proci$¢avanje je provedeno na hidrofobno-hidrofilnoj (GHP) 0,2-pm, 1-ml AcroPrep
filter plo¢i na vakuumskom kolektoru (odrzavajué¢i =2 in Hg tj. ~50 mm Hg). Sve tekucine su
prethodno filtrirane (0,2 um) radi zastite UPLC kolone. GHP ploca je prekondicionirana redom
$ 200 pul 70% etanola, 200 pul vode 1 200 pl hladnog 96% acetonitrila (ACN), pri ¢emu je svaka
otopina uklonjena vakuumom. ACN je odrzavan na temperaturi od 4 °C, jaZice nisu ostavljane
na suhom te se odmah prelazilo na nanos uzorka. Svaki oznaceni uzorak razrijeden je
dodavanjem 700 pl hladnog 100% ACN-a u 75 pl oznacene smjese (ukupno 775 ul), njezno
izmijesan i apliciran na pripremljenu plocu. Nakon 2-min kontakta tekuc¢ina je uklonjena pod
vakuumom. Ploca je zatim isprana cetiri puta s 200 pl hladnog 96% ACN-a radi uklanjanja
boje, reduktansa, soli i nepolarnih necisto¢a, a za uklanjanje ostatka otapala ploca je
centrifugirana 5 min na 165 x g. Elucija glikana provedena je postavljanjem GHP ploce iznad
¢iste PCR ploce te dvjema elucijama s po 90 ul ultraciste (engl. ultrapure) vode: svaka elucija
je pracena treSnjom 15 min i centrifugiranjem 5 min na 165 x g. Eluati su objedinjeni (180 pl)

1 pohranjeni na —20 °C (stabilnost >1 godinu).

Kromatografsko razdvajanje provedeno je HILIC-om na sustavu ACQUITY UPLC H-
Class PLUS koristenjem ra¢unalnog programa Empower 3 (Waters Corporation, Milford, MA,
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SAD). Mobilna faza A bila je 100 mM amonijev format, pH 4,4 (iz 2 M zalihe/engl. stock), a
faza B acetonitril. Svi kanali su isprani (prime) >5 min, a u linijama za seal-wash/nekoriStenim
linijama odrzavano je >10-20% ACN-a. 2-AB signal je detektiran pri valnim duljinama Ex=250
nm/Em=428 nm, uz =30 min zagrijavanja radi stabilne bazne linije. LeZiSte uzoraka (engl.

sample tray) odrzavano je na 10 °C.

Za ukupne N-glikane iz plazme kolona je odrzavana na 25 °C, a protok je uspostavljen
na 0,561 mL/min pri 30% A / 70% B uz postupno, na tlak osjetljivo razdvajanje. Injekcije su
pripremane u 75% ACN-u. Primijenjen je 23-min linearni gradijent s 30% na 47% A nakon
pocetnog zadrzavanja od 1,5 min. Zatim je u 1 min protok smanjen na 0,25 mL/min i prebaceno
je na 100% A za ispiranje od 2,5 min. Povratak na pocetni sastav izveden je u 1 min, a protok
je vracen na 0,561 mL/min tijekom 3,5 min; ukupno vrijeme analize bilo je =32,5 min po

uzorku.

Svakoga dana je u Empower programu pripremljen probni uzorak koji je uklju¢ivao
vodenu dozu na pocetku 1 kraju niza, 2-AB-oznaceni glikanski standard (plazma) na pocetku
(poslije vodene doze) i1 na kraju (prije vodene doze), radi kontrole signala i1 odziva te biljeg
dekstrana na pocetku i u sredini niza za kalibraciju signala glukozne vrijednosti (engl. glucose-
unit, GU). Obrada je bila ogranicena na 32 uzorka uz kontrole dnevno (Sto je znacilo 96 uzoraka

tijekom 3 dana).

Kromatogrami su obradeni u programu Empower, temeljem prepoznavanja vrhova s
optimiziranom §irinom i pragom. Intervali integracije uskladeni su ru¢no kako bi se osigurala
usporedivost medu uzorcima. Svaki vrSak (engl. chromatographic peak) je ukljucen kao %
povrsine ukupnog integriranog signala. Na taj nacin je postignuta razlucivost 39 vrhova u
plazmi (oznacCenih kao GP), uz moguénost strukturnih dodjela na te vrhove temeljem

prethodnih validacija egzo-glikozidazama i MS-om.

3.4. Mjerenje IgG glikana

IgG glikani analizirani su metodom kapilarne gel elektroforeze s laserski induciranom
fluorescencijom (xCGE-LIF) (206). Izolacija I1gG-a iz plazme provedena je na Protein G
monolitnoj plo¢i. N-glikani su oslobodeni iz denaturiranih glikoproteina uz PNGazu F,
oznaceni APTS-om (8-aminopiren-1,3,6-trisulfonska kiselina, Nas-sol) i proc¢is¢eni od soli i

viSka markera HILIC-ekstrakcijom ¢Evrste faze (engl. solid phase extraction, SPE) postupkom.
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Glikoprofiliranje je izvedeno na DNA sekvenceru 3130 Genetic Analyzer, a podaci su
analizirani u glyXtool softveru, verzija 0.1.5.5 (glyXera, Magdeburg, Njemacka). Analiticki
protokol temeljio se na ranije objavljenom pristupu (207), a rezultat je 27 IgG glikanskih vrhova
(oznaceni kao P, engl. peak). Svi puferi pripremani su i pohranjivani na 4 °C (osim 10x PBS,
pH 7,40) do 7 dana; filtrirani su kroz 0,2 pm PES filtere. Vodljivost ultradiste vode odrZavana
jena>18,2 MQ pri 25 °C.

3.5. Protokol profiliranja IgG N-glikana xCGE-LIF postupkom

U ovom postupku N-glikani iz prociS¢enog imunoglobulina G (IgG) najprije su
enzimski oslobodeni, zatim procesirani aminopirenskom-1,3,6-trisulfonicnom kiselinom
(APTS) za fluorescentno oznacavanje, procis¢eni HILIC-SPE-om te profilirani multipleksnom
kapilarnom gel elektroforezom s laserski induciranom fluorescencijom (xCGE-LIF) na uredaju
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, MA, SAD). Dobiveni
elektroferogrami su interpretirani u softveru za analizu glikana (glyXtool), a relativni odnosi su

iskazani iz normaliziranog signala.

IgG je iz plazme procisc¢en uz pomoc¢ Protein G Thermo Scientific monolitne ploce (BIA
Separations, a Sartorius company, Ajdovicina, Slovenia), koja je prikljucena na uredaj za
stvaranje vakuma (engl. vacuum manifold). Tijekom cjelokupne obrade jaZice nisu ostavljane
da se osuse. Ukupni vakuum je zadrzavan na <17 in Hg (<430 mm Hg), a pri nanosu uzorka i
eluciji IgG-a na <10 in Hg (<255 mm Hg). Puferi su pripremani svjeZe ili pohranjivani na 4 °C
do 7 dana (10x PBS pri sobnoj temperaturi), filtrirani kroz 0,2-pm PES membrane i pripravljeni
u ultracistoj (engl. ultrapure) vodi >18,2 MQ-cm (25 °C). Monolit je doveden u radno stanje
sekvencijom ispiranja: uklanjanje pufera, 10 pl vode, 10 ul 1x PBS, 5 ul 0,1 M mravlje kiseline,
10 pul 10x PBS 120 pl 1x PBS; nakon toga jaZice su prekrivene malim rezidualnim volumenom
I1xPBS kako bi se sprijecila dehidracija do nanoSenja uzorka. Plazma je odmrznuta,
vorteksirana i bistrena centrifugiranjem (3 min, 12 100 x g), zatim razrijedena 1:7 (v/v) u 1%
PBS i filtrirana kroz 0,45-pum, 1-ml AcroPrep GHP plocu radi uklanjanja lipida i Cestica. Filtrat
je proveden kroz Protein G monolit gdje se IgG vezao preko Fc domene; protocni dio bez IgG-
a je odbacen ili rezerviran za druge analize. Nespecificne komponente su uklonjene trima

ispiranjima po 10 CV 1x PBS. Vezani IgG je eluiran s 5 CV 0,1 M mravlje kiseline u Cistu ploc¢u
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1 odmah neutraliziran dodatkom 170 pl 1 M amonij-bikarbonata radi o¢uvanja sijalne kiseline.
Nastali amonijak je u velikoj mjeri uklonjen tijekom naknadnog suSenja i kompatibilan je s
daljnjim procesima razdvajanja. Za UPLC-usmjerene analize, 300 pl eluata je suSeno preko
no¢i u vakuumu; za XCGE-LIF 20 pl je suseno 3 h u PCR ploc¢i. PoviSene temperature pri
suSenju nisu primjenjivane radi sprjeavanja desijalilacije, a osuSeni materijal (zajedno s
eventualnim ostatkom eluata) je pohranjen na —20 °C. Monolit je potom regeneriran dodatnim
5 CV 0,1 M mravlje kiseline, 10 CV 10x PBS, 20 CV 1x PBS i 5 CV pufera; nakon dodavanja

jos 5 CV pufera kratko je primijenjen vakuum te je monolit pohranjen na 4°C.

Reakcija je potom zaustavljena, a oznaceni glikani procis¢eni su HILIC-SPE postupkom
na matrici Bio-Gel P10 uneseno u 350 ul, 0,2 um AcroPrep GHP plocu. Zaustavljanje je
provedeno dodavanjem 100 pl hladnog (4 °C) 80% acetonitrila (ACN); ploca je, prema potrebi,

zadrzana na 4 °C do 1h.

Za HILIC-SPE, Bio-Gel P10 suspenzija (200 pl po jazici) je dodana u GHP plocu i
povucena vakuumom. Priprema je provedena tri ciklusa po 200 pl vode (inkubacija 1 min) te
tri ciklusa po 200 pl hladnog 80% ACN-a (inkubacija 1 min), uz blago vanjsko mijeSanje
suspenzije radi ocuvanja Cestica. ACN je tijekom cijelog postupka drzan na 4°C kako bi se
ogranicilo isparavanje 1 zaStitile terminalne sijalne kiseline. Kratkim centrifugiranjem (~165 x
g) uklonjene su kapljice s dna ploce. Ukupno 110 pl po uzorku (10 pl reakcije + 100 pl 80%
ACN-a) je naneseno, treSeno 5 min na 450 rpm radi vezanja hidrofilnih glikana za matricu i
povuceno u otpad. Visak fluorofora je uklonjen s pet ispiranja po 200 pul ACN/100 mM
trietilamin (80:20, v/v) uz 2-min tresnju na 450 rpm prije vakuuma. Potom su izvedena tri
ispiranja po 200 pl hladnog 80% ACN-a radi smanjenja ostataka trietilamina 1 soli. Jo§ jedan
kratki ciklus centrifugiranja (~165 x g) je primijenjen za uklanjanje kapljica. Elucija je
provedena postavljanjem SPE ploce iznad Ciste 1-ml kolekcijske ploce i dodavanjem 100 pl
vode (5 min, 450 rpm) prije vakuuma, zatim s dvije uzastopne elucije po 200 ul vode (svaka 5
min, 450 rpm) uz zasebno prikupljanje. Dobiven je zavrs$ni volumen eluata od ~400 pl, koji je

pohranjen na —20 °C (stabilnost do 1 godine).

Rad instrumenta za xCGE-LIF osiguravan je rutinskim odrZavanjem i kontroliranom

upotrebom potrosnog materijala. POP-7 polimer je zamjenjivan prema potrebi; 10x pufer je
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razrjedivan 1:10 vodom za katodni 1 anodni spremnik, dok su preostale posude punjene vodom.
POP-7 1 10x pufer su pohranjivani na 4 °C; novi polimer je prije instalacije ekvilibriran >30
min na sobnoj temperaturi i, nakon instalacije, koriSten najdulje 1 tjedan radi stabilizacije
migracijskih vremena. Za svaki uzorak je 1-3 pl APTS-oznacenih glikana pomijeSano s 1 ul
1:50 razrjedenja formamida, a zatim dodano do 10 pl s HiDi formamidom. Ukljucivanje
unutarnjeg veli¢inskog standarda je omogucilo poravnanje, dok je HiDi formamid, kao manje
hlapljivo otapalo, koristeno tijekom noc¢i. PloCe su zatvorene septama i kratko centrifugirane
kako bi se sva tekuc¢ina skupila na dnu jazica. Reprezentativha metoda je ukljucivala
elektrokineti¢ku injekciju 5 s pri 15 kV, separacijski napon 15 kV, temperaturu kolone 30 °C i
ukupno vrijeme 2.800 s. Budu¢i da APTS cini glikane polianionskima, elektrokineticka
injekcija je bila prikladna, a intenzitet signala je fino podesavan volumenom uzorka (1-3 pl),

vremenom injekcije (~5—13 s) ili naponom injekcije (~7,5-15 kV).

Nakon razdvajanja stvorene su .fsa datoteke i pred-obradene programima OpenChrom,
glyXtool (glyXera) ili GlycanAssure (Thermo Fisher Scientific). Zbog visoke simetrije
elektroforetskih vrhova, kvantitativna usporedba je omoguéena iskazivanjem doprinosa svakog
glikana kao relativnog udjela visine vrha (engl. relative peak height percentage, % rPHP),

dobivenog normalizacijom visina pojedina¢nih vrhova na ukupni signal elektroferograma.

U svim fazama su odrzavane prakse koje povecavaju ponovljivost: jazice nisu
ostavljane da se osuSe tijekom zahvacanja IgG-a ili SPE-a; ACN je drZan hladnim radi
suzbijanja isparavanja i zastite terminalnih poloZzaja sijalne kiseline; aktivnost PNGaze F je
ocuvana IGEPAL-om u prisutnosti SDS-a te ocuvanjem zavrsne 1x PBS koncentracije tijekom
digestije; inkubacija za oznaCavanje je tempirana to¢no 16 h na 37 °C; starost 1 rukovanje POP-
7 polimerom su standardizirani; LIZ 500 velicinski standard je dosljedno ukljuc¢en kako bi
migracija i veli¢ina bile usidrene kroz pojedine cikluse prolaska. Primjenom navedenih mjera
APTS-oznaceni otisci N-glikana su generirani na nacin koji je robustan, usporediv i prikladan

za visoko pouzdano glikoprofiliranje xCGE-LIF-om.
3.6. Statisticka analiza

Numericke varijable normalne raspodjele prikazane su kao srednje vrijednosti 1

standardne devijacije, dok su u slucaju odstupanja od normalne raspodjele numericke varijable
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prikazane kao medijan 1 interkvartilni raspon. Kategorijski podaci prikazani su kao broj (n) i
postotak (%). Normalnost raspodjele podataka provjerena je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Kategorijske varijable testirane su y> testom ili Fisherovim egzaktnim testom u
slu¢ajevima niskih vrijednosti u tablici kontingencije. Numeric¢ke varijable testirane su t-
testom. U slucaju odstupanja od normalne raspodjele numeri¢kih podataka za testiranje je
koriSten Wilcoxonov test ranga. Analiza pracenja nakon zavrSetka lije¢enja CPAP-om/APAP-
om provedena je koriStenjem t-testa za povezane uzorke. Analiza povezanosti provedena je
koriStenjem Pearsonovog koeficijenta korelacije, a u analizi parcijalne korelacije model je bio

prilagoden na ucinke dobi, spola i indeksa tjelesne mase.

Prvi korak analize temeljio se na metodi hijerarhijskog klasteriranja, koriStenjem
Wardovog racuna. Pri tome je za dijagnostiku modela koristen oblik klastera (GSS, global
silhouette score), uz izratun Calinski-Harabasz vrijednosti. Testiranje grupiraju li se slucajevi
ili kontrole unutar pojedinog klastera provedeno je koristenjem Fisherovog egzaktnog testa. U
analizi je koriStena 1 analiza osnovne sastavnice (engl. principal component analysis, PCA), s

varimax rotacijskom sastavnicom.

U analizi su koriStene i regresijske metode. U usporedbi slucajeva i kontrola koriStena
je linearna regresija za predvidanje AHI-ja; u model su ukljuceni prediktori koji su bili
statisticki znacajno povezani s AHI-jem u bivarijatnoj analizi, uz dob i spol kao obvezne
kovarijable. Dodatno su izradena dva modela, koji su bili stratificirani prema ITM-u (grani¢na
vrijednost 25 kg/m?), pri ¢emu je ITM iskljucen kao potencijalni zbunjujuci ¢imbenik unutar
tih pod-analiza. U studiji pracenja je za odabir varijabli za multivarijatni model prvo provedena
parcijalna korelacija, a zavr$na analiza temeljila se na korak-po-korak regresiji s AHI-jem kao
ishodom; u pocetni su korak uvrsteni spol, dob, ITM i glikanski vrsci znacajni u parcijalnim
analizama, uz ponavljano uklanjanje najmanje znacajnih prediktora do stvaranja konacnog

modela.

U studiji slucajeva i kontrola provedeno je modeliranje podataka koristenjem linearne
regresije, s ciljem izraCunavanja bioloske dobi temeljene na IgG glikanima. KoriSten je
prethodno opisani proces (111), u kojem su prvo na kontrolama koriSteni oni glikani koji su

sastavni dio ovog izracuna, i to P15 (koji po svojem sastavu odgovara GP4), P18 (odgovara
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GP6) 1 P26 (odgovara GP14). U prvom koraku su dobiveni regresijski koeficijenti za ove
glikane, koji su se temeljili samo na kontrolama. Zatim su ti isti regresijski koeficijenti i formula
koristeni na slucajevima, i to i u studiji slucajeva i kontrola, i u studiji pracenja. Na taj nacin je
dobivena procjena bioloske dobi koja se temeljila na podacima iz ovog istrazivanja, a koja je
mogla prikazati koliko su slu¢ajevi na pocetku 1 nakon lije¢enja brZe starili od kontrola (pod
pretpostavkom da starenje kontrola odgovara starenju opcée populacije, tj. da u njih nema drugih
procesa koje bi mogli utjecati na brzinu starenja). Graficki prikaz odnosa kronoloske i bioloske
dobi proveden je prikazom grafa rasapa (engl. scatterplot), u kojem je kao mjera srediSnje
tendencije koriStena lokalno prilagodena krivulja (LOESS, engl. locally estimated scatterplot
smoothing), uz koju je prikazano i idealizirano stanje u kojem su kronoloska i1 bioloska dob bile

jednake (prikazano na slikama kao linija y=x). Sve statistiCke analize provedene su u R

okruzenju (R Foundation for Statistical Computing, BeC, Austrija, www.r-project.org; verzija

4.5.1), uz razinu znacajnosti £<0,05.
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Ovim istrazivanjem obuhvaéeni su podaci za ukupno 70 bolesnika kojima je
dijagnosticirana OSA teskog stupnja (Tablica 3). Dodatno su u istrazivanje ukljucena 1 23
ispitanika koji su bili smatrani zdravim kontrolnim ispitanicima (Tablica 3). Bolesnici koji su
imali dijagnosticiranu OSA-u u prosjeku su imali znac¢ajno vecu vrijednost indeksa tjelesne

mase 1 ucestalije su imali poviSenu arterijsku hipertenziju u odnosu na kontrolne ispitanike

(Tablica 3).

Tablica 3. Usporedba osnovnih obiljezja i pojavnosti komorbiditeta u sluc¢ajeva i kontrola u
istrazivanju koje je usporedilo glikanske profile slucajeva kojima je dijagnosticirana OSA s
kontrolama

Variiabla Bolesnici s OSA-om Kontrolni P
J (n=170) ispitanici (n = 23)
Spol
Muskarci 59 (84,3) 20 (87,0) 0,756*
Zene 11 (15,7) 3(13,0)
Dob (godine) 572+124 48,7+ 13,7 0,006
AHI? 46,39 + 20,10 2,71 £1,20 <0,0017
ITM (kg/m?)® 32,40 + 6,00 25,70 £ 3,18 <0,001f
Povijest bolesti/komorbiditeti
Arterijska hipertenzija 38 (57,6) 5(22,7) 0,005"
Seéerna bolest tip 2 10 (15,4) 2(9,1) 0,459"
Depresija 2(3,1) 0 (0) 0,405"
Astma 4 (6,2) 0 (0) 0,234"
GERB® 14 (23.7) 2(9.,5) 0,162"

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija ili kao brojevi (postotci)
*hi-kvadrat test

T t-test

2 indeks apneja/hipopneja (engl. apnoea/hypopnoea index)

® indeks tjelesne masne

¢ gastroezofagealna refluksna bolest
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Koristenje hijerarhijskog klasteriranja Wardovom metodom pokazalo je postojanje Sest
klastera u cijelom uzorku, s razli¢itim brojem pripadnih ¢lanova (K =1, K>=1, K3=13, K4=31,
Ks=27 1 K¢=20). Prva dva klastera sadrzavala su po jedan slucaj, tre¢i se sastojao samo od
sluCajeva, dok su preostala tri sadrzavala mjeSavinu slu¢ajeva i kontrola, i to 3, 13 ili 7 kontrola
(Slika 5). Dijagnostika modela bila je zadovoljavajuca, jer je metrika oblika klastera (GSS, engl.
global silhouette score) iznosila 0,570, Calinski-Harabasz vrijednost 9,2, bez statisticki
znacajnog grupiranja slucajeva ili kontrola unutar cijele strukture klastera (Fisherov egzaktni
test P=0,999). Klasteri se nisu statisticki znacajno razlikovali po spolu, dobi, AHI i ITM (¢ak

ni nakon uklanjanja prva dva klastera koji su imali samo po jednog ¢lana).
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Slika 5. Rezultat hijerarhijskog klasteriranja, koji prikazuje Sest pronadenih klastera ispitanika
(oznafenih razli¢itim bojama). Pojedinacni bolesnici kojima je dijagnosticirana OSA su na
desnom rubu grafikona oznaceni Siframa ispisanim crvenom bojom, a kontrole zelenom bojom.
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U sljede¢em koraku je provedena analiza osnovne sastavnice (engl. principal
component analysis, PCA), kojom su analizirani obrasci grupiranja uzoraka. U prvom koraku
provedena je analiza na svim mjerenim glikanima, uz postojanje odredenog opsega razlika, koje
su se ocrtavale kao sklonost kontrola da se grupiraju oko nule u prve dvije sastavnice analize,
s najvecim vrijednostima od 2,5 do 5 u pojedinoj dimenziji i pojedinom smjeru (Slika 6). S
druge strane, odmak slu€ajeva od nule bio je znatno izraZeniji, pa su tako vrijednosti u
pojedinim dimenzijama iznosile do 10 (Slika 6). Podjela na N-vezane glikane u plazmi i IgG-u
ukazala je na drugacije obrasce grupiranja, s izraZzenim razlikama u plazmi (Slika 7) 1 puno

sli¢nijem rezultatu na IgG-u (Slika 8) izmedu slu¢ajeva i kontrola.

PCA — PC1 vs PC2

kontrole
7.5¢ slucajevi

10.0¢}

5.0}

2.5¢7

PC2

0.0t

—2.5¢

—5.0¢

_7.5_

-15 ~10 -5 0 5
PC1
Slika 6. Analiza osnovne sastavnice (PCA), u kojoj su koriSteni N-glikanski profili plazme 1
IgG-a u istoj analizi. Plavim trokutima oznaceni su slucajevi kojima je bila dijagnosticirana

OSA, a zutim krugovima su oznacene kontrole. PC1 — prva sastavnica analize osnovne
sastavnice, PC2 — druga sastavnica analize osnovne sastavnice.
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PCA — PC1 vs PC2 (GP)
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Slika 7. Analiza osnovne sastavnice (PCA), u kojoj su koriSteni N-glikanski profili plazme
(GP). Plavim trokutima oznaceni su slucajevi kojima je bila dijagnosticirana OSA, a Zutim
krugovima su oznacene kontrole. PC1 — prva sastavnica analize osnovne sastavnice, PC2 —
druga sastavnica analize osnovne sastavnice.

PCA — PC1 vs PC2 (P)
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Slika 8. Analiza osnovne sastavnice (PCA), u kojoj su koristeni N-glikanski profili [gG-a (P).
Plavim trokutima oznaceni su slu¢ajevi kojima je bila dijagnosticirana OSA, a Zutim krugovima
su oznacene kontrole. PC1 — prva sastavnica analize osnovne sastavnice, PC2 — druga
sastavnica analize osnovne sastavnice.
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Glikani plazme nisu bili visoko korelirani s glikanima IgG-a (Slika 9a). Koristenje
parcijalne korelacije prilagodene na ucinke spola, dobi i indeksa tjelesne mase nije u znatnoj

mjeri promijenilo odnos niti rezultate korelacijske analize (Slika 9b).

Slika 9. Prikaz mape intenziteta (engl. heatmap) za korelacije glikana plazme i 1gG-a; a)
rezultat analize Pearsonovog koeficijenta korelacije, b) parcijalna korelacija prilagodena na
ucinke spola, dobi i1 indeksa tjelesne mase. Skale pored slike oznacavaju snagu povezanosti,
odredenu na temelju koeficijenta korelacije.

Analiza pojedinih glikanskih vrSaka izmedu slucajeva i1 kontrola ukazala je na
postojanje statisticki znacajnih razlika, i to visih razina za slucajeve za GP1, GP2 i GP32 te
nizih za GP8, GP10, GP18, GP24, i GP28 (Tablica 4). Analiza IgG glikana pokazala je vece
vrijednosti P26 1 P27 u slucajeva, uz manje vrijednosti za P9, P14, P15, 1 P18 (Tablica 5).
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Tablica 4. Usporedba N-glikana iz plazme u slu¢ajeva kojima je bila dijagnosticirana OSA 1
kontrola. GP, - glikanski vrsak u plazmi (engl. glycan peak), pri ¢emu n oznacava poredak
pojavljivanja na mjernom uredaju. Masno su otisnuti statisticki znacajni rezultati.

. . Kontrolni
Varijabla Bolesn1c1_s OSA-om ispitanici P*
(n =70) e 23)

GPl1 5,67 + 2,06 4,64 +£1,14 0,003
GP2 2,20 = 0,56 2,02 +£0,29 0,049
GP3 0,09 + 0,03 0,09 + 0,02 0,412
GP4 3,75+ 0,80 3,92+0,74 0,387
GP5 2,21 +£0,57 2,30 £ 0,51 0,522
GP6 1,34+ 0,48 1,31 +£0,27 0,781
GP7 1,17 +£0,51 1,15+0,23 0,896
GP8 1,44 + 0,20 1,54 + 0,21 0,036
GP9 0,17+ 0,53 0,12+ 0,02 0,613
GP10 3,27 £ 0,89 3,90 £+ 0,69 0,002
GP11 0,85+0,53 0,89 £ 0,21 0,699
GP12 0,91 £0,18 0,97+ 0,17 0,155
GP13 1,13+ 1,55 0,90+ 0,18 0,494
GP14 13,01 £1,9 13,47 £ 1,12 0,276
GP15 0,49 £ 0,60 0,42 + 0,07 0,566
GP16 490+ 1,16 5,15+0,59 0,320
GP17 1,91+ 1,25 1,97+ 0,74 0,838
GPI18 2,82 + 0,49 3,37+ 0,38 <0,001
GP19 1,10+ 0,14 1,08 0,10 0,528
GP20 26,46 + 2,95 25,94 £ 1,50 0,268
GP21 0,46 £ 0,42 0,42 £ 0,04 0,598
GP22 3,89 + 0,85 3,75+ 0,64 0,449
GP23 1,98 £ 0,71 1,80 + 0,44 0,263
GP24 1,55 + 0,42 1.80£0,53 0,025
GP25 0,29 £ 0,29 0,27 £0,03 0,736
GP26 1,83 +£0,38 1,74 £ 0,38 0,318
GP27 1,07 £ 0,31 1,12+0,41 0,640
GP28 0,58 + 0,17 0,66 + 0,18 0,047
GP29 0,27+ 0,73 0,17 £ 0,04 0,525
GP30 415+1.29 444117 0342
GP31 0,39 +£0,23 0,36 £ 0,11 0,594
GP32 1,70 + 0,44 1,33+ 0,22 <0,001
GP33 3,25+0,95 3,29+ 1,09 0,881
GP34 0,36 £ 0,08 0,33 £0,06 0,069
GP35 0,42 +£0,12 0,42+0,15 0,826
GP36 0,57+0,10 0,58 + 0,08 0,636
GP37 0,42 +0,14 0,46 + 0,09 0,208
GP38 0,96+ 0,19 0,98 +0,13 0,609
GP39 0,95+0,31 0,96+ 0,33 0,984

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija



*t-test

Tablica 5. Usporedba N-glikana IgG-a u slucajeva kojima je bila dijagnosticirana OSA i
kontrola. P, - glikanski vrsak 1gG-a (engl. peak), pri Cemu n oznacava poredak pojavljivanja na

mjernom uredaju. Masno su otisnuti statisti€ki znacajni rezultati.

.. Bolesnici s OSA-om I.(m.ltro.l n.1
Varijabla (n =70) ispitanici P*
(n=23)

P1 0,30 + 0,08 0,33 + 0,20 0,461
P2 0,25+ 0,05 0,26 + 0,09 0,569
P3 1,49 + 0,37 1,40 + 0,39 0,323
P4 1,88 +£0,34 1,78 £0,36 0,241
P5 0,16 + 0,02 0,15+0,03 0,182
P6 0,05 + 0,02 0,06 + 0,03 0,170
P7 0,24 + 0,03 0,26 £ 0,05 0,167
P8 2,22 +£0,33 2,33+ 0,42 0,284
P9 0,32 + 0,04 0,38 + 0,09 <0,001
P10 0,65+ 0,15 0,69 £0,15 0,272
P11 0,29 + 0,05 0,27 + 0,06 0,367
P12 8,54 + 1,65 7,92 + 1,79 0,149
P13 2,60 £ 0,55 2,37 £ 0,47 0,054
P14 0,55+ 0,11 0,63 £ 0,16 0,034
P15 18,65+ 2,8 25,38 + 5,84 <0,001
P16 0,62 + 0,26 0,64 + 0,34 0,831
P17 0,43 +0,14 0,43+0,16 0,952
P18 3,99 £1,07 4,83 +£1,60 0,021
P19 0,39 + 0,09 0,43 +0,12 0,089
P20 0,45+ 0,08 0,45+ 0,08 0,742
P21 18,46 + 1,47 17,66 + 1,73 0,051
P22 12,0+ 1,24 11,36 + 1,49 0,066
P23 6,01 £ 1,11 5,82+ 1,02 0,452
P24 0,76 + 0,13 0,78 £ 0,11 0,453
P25 0,18 +£ 0,04 0,17+ 0,04 0,098
P26 16,84 + 2,51 11,71 £+ 3,46 <0,001
P27 1,69 + 0,27 1,49 + 0,34 0,013

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

*t-test

S obzirom na postojanje statisticki znacajnih razlika medu slucajevima 1 kontrolama

(Tablica 3), nastavak analize proveden je koriStenjem regresijskih metoda. Kako je u pocetnoj

analizi postojao veliki broj analiziranih varijabli, koriSten je povratni model (engl. backwards),

koji smanjuje broj prediktorskih varijabli. Rezultat ovog modela pokazao je ukupno tri

statisticki znacajne povezanosti s glikanima plazme (Tablica 6), dok je iz IgG glikana samo P26

bio statisticki zna¢ajno povezan s OSA-om (Tablica 7). Kako bi se moglo bolje objasniti
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rezultate, u oba slucaja izradena su dva dodatna modela, jedan u kojem su bili ispitanici ¢iji je

indeks tjelesne mase bio manji ili ve¢i od 25 kg/m? (Tablica 6 i 7).

Tablica 6. Prikaz rezultata linearne regresijske analize glikana plazme, u kojoj je koristen AHI
kao izlazna varijabla, a kao prediktori su koriStene varijable koje su bili znac¢ajne u bivarijatnoj
analizi, uz prilagodbu na uc¢inke dobi, spola i podatka o hipertenziji. Indeks tjelesne mase (ITM)
je bio uklonjen kao prediktor iz zadnja dva modela. Masno su otisnuti statisticki znacajni
rezultati.

Cjeloviti model ITM <25 kg/m2 ITM > 25 kg/m2
(n=88) (n=13) (n=175)

Varijable B t P B t P B t P

Spol 0,07 0,67 0,503 3,01 0,69 0,614 0,04 037 0,711
Dob 0,15 1,62 0,109 042 0,31 0,809 0,14 1,20 0,236
IT™® 0,44 3,68 <0,001 - - - - - -
HPTNP -0,19 -2,02 0,047 1,11 0,47 0,719  -0,15 -1,30 0,200
GP1°¢ -0,05 -0,41 0,680 1,52 0,79 0,574 0,29 2,00 0,050
GP2 0,15 1,17 0,246 —2,28 —-0,71 0,607  -0,08 —-0,53 0,595
GP8 0,00 0,04 0965 3,97 0,57 0,669 0,15 1,23 0,225
GP10 0,06 0,56 0,580 0,69 1,38 0,399 0,08 0,59 0,556
GP18 -0,10 -0,74 0,461 —5,09 —0,72 0,601 0,01 0,04 0,967
GP24 -0,60 -2,21 0,030 5,01 —0,59 0,662 -0,83 -2,34 0,022
GP28 0,48 2,90 0,040 495 0,64 0,638 0,55 1,92 0,060
GP32 0,50 3,28 0,002 1,64 0,55 0,682 0,79 3,85 <0,001

2 Indeks tjelesne mase (kg/m?)
® HPTN: poviSeni arterijski tlak (hipertenzija)
¢ Glikanski vrsci plazme (engl. glycan peak)

Tablica 7. Prikaz rezultata linearne regresijske analize glikana IgG-a, u kojoj je koriSten indeks
AHI kao izlazna varijabla, a kao prediktori su koriStene varijable koje su bili znacajne u
bivarijatnoj analizi, uz prilagodbu na ucinke dobi, spola i podatka o hipertenziji. Indeks tjelesne
mase (ITM) bio je uklonjen kao prediktor iz zadnja dva modela. Masno su otisnuti statisticki
znacajni rezultati.

Cjeloviti model ITM < 25 kg/m2 ITM > 25 kg/m2
(n =88) (n=13) (n=175)

Varijable B t P B t P B t P

Spol -0,10 -1,07 0,286 0,16 0,51 0,644  —0,17 —-1,40 0,166
Dob 0,03 0,25 0,802 0,44 1,24 0,303 0,03 0,18 0,858
IT™* 0,53 4,94 <0,001 - - - - - -
HPTN® -0,03 -0,28 0,782 —0,25 -1,11 0,350 0,09 0,77 0,445
P9 0,12 1,01 0,316 0,96 1,97 0,143 0,19 1,19 0,239
P14 -0,08 —0,77 0,443 -0,90 -3,11 0,053 -0,08 -0,66 0,512
P15 -0,18 —0,64 0,527 -—1,84 -0,97 0,403 0,42 1,33 0,187
P18 -0,02 -0,16 0,877 —0,36 —-0,81 0,477  —0,21 -1,06 0,295
P26 -0,48 2,37 0,020 -193 -1,69 0,189  —0,16 —-0,67 0,506
P27 -0,02 -0,18 0,862 —1,28 -1,32 0,280 0,05 0,28 0,783

aIndeks tjelesne mase (kg/m?)
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® HPTN: povisen arterijski tlak (hipertenzija)
¢ Glikanski vrsci plazme (engl. glycan peak)

Izracun Glycan age-a temeljio se na modeliranju podataka na poduzorku kontrola. U tu
svrhu izracunati su regresijski koeficijenti (Tablica 8). Temeljem ovog izracuna, u procjeni
bioloske dobi koristena je sljede¢a formula:

Glycan age=25,159 + (1,093 x P15) + (5,535 x P18) + (~1,125 x P26)

Tablica 8. Rezultati linearne regresije koja je koristena za izracun regresijskih koeficijenata za
izracun Glycan age-a. U analizi su koriSteni samo podaci za kontrole.

B? SE (B)® Beta® td P
Konstanta 25,16 38,66 - 0,65 0,523
P15 1,09 1,09 0,22 ~0,99 0,330
P18 5,54 2,33 0,43 2,37 0,028
P26 -1,13 1,24 -0,21 -0,91 0,375

® nestandardizirani regresijski koeficijent
b standardna pogreska
¢ standardizirani regresijski koeficijent
d vrijednost t-testa

Usporedba kronoloske i bioloske dobi kontrola pokazala je visoku korelaciju, s
koeficijentom korelacije r=0,70 (P<0,001). Zbog rasapa vrijednosti bioloske dobi, izracunat je
medijan, koji je iznosio 6,9 godina, uz interkvartilni raspon od 27,6 godina (Tablica 9). Graf
rasapa za kontrole pokazao bolji obrazac korelacije u mladim dobnim skupinama, uz nesto
slabiju korelaciju u starijima (Slika 10). Dodavanje slucajeva na graf rasapa pokazalo je daiu
mladoj kronoloskoj dobi slucajevi imaju visSe razine bioloske dobi, koji su u starijoj dobnoj

skupini imali okomiti rast bioloSke dobi (Slika 11).

Tablica 9. Usporedba kronoloske i bioloske dobi (Glycan age) za sluCajeve kojima je
dignaosticirana OSA i kontrole.

Bolesnici s OSA-om . I?ont-r (31n1 _
) (n =70) ispitanici (n =
Varijabla 23)
Kronoloska dob (godine) 572+ 12,4 48,7 + 13,7
Glikanska dob (godine) 66,5+ 16,5 48,7+ 9,6
Razlika u godinama (godine) 6,9 (27,6)
P* <0,001

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija za kronolosku dob i Glycan
age te kao medijan (interkvartilni raspon) za razliku u godinama.
* Wilcoxonov test rangova
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Slika 10. Rasap kronoloske i bioloske dobi za kontrolne ispitanike, kojima nije bila
dijagnosticrana OSA. Mjera sredi$nje tendencije bila je lokalno prilagodena krivulja (loess,
engl. locally estimated scatterplot smoothing). Pravac prikazan tockicama oznacava situaciju u
kojoj je bioloska dob jednaka kronolosko;.
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Slika 11. Rasap kronoloske i1 bioloske dobi za slucajeve kojima je bila dijagnosticirana OSA
(prikazani plavom bojom) i kontrole (prikazane Zutom bojom). Mjera sredisnje tendencije bila
je lokalno prilagodena krivulja (loess, engl. locally estimated scatterplot smoothing). Pravac
prikazan tockicama oznacava situaciju u kojoj je bioloska dob jednaka kronoloskoj.

Studija prac¢enja provedena je na 54 bolesnika, primjenom uredaja CPAP u trajanju od
Sest mjeseci. Medijan dobi je u ovoj skupini iznosio 55 godina, s viSe od polovice bolesnika
koji su imali barem jedno komorbiditetno stanje (Tablica 10). AHI vrijednost se u prosjeku
smanjila za viSe od 40 jedinica (Tablica 11). Pri tome je smanjenje vrijednosti indeksa AHI bilo
izrazenije u osoba koje su prije pocetka lijecenja uredajem CPAP imale vec¢i indeks tjelesne
mase (r=0,43; P=0,001). S obzirom na dobivene podatke i postotak koristenja uredaja iznad
70% (Tablica 11), svi bolesnici su smatrani kao suradljivi te je analiza nastavljena s tom

pretpostavkom.
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Tablica 10. Osnovna obiljezja prac¢enih bolesnika (n=54), kojima su nakon dijagnoze OSA-e
proveli lijecenje koristenjem uredaja CPAP u trajanju od Sest mjeseci

Varijabla Vrijednost
Dob (godine) 55,0 (16,8)
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 32,6+5,8
Spol
Muskarci 44 (81,5)
Zene 10 (18,5)
Komorbiditeti
Hipertenzija 29 (53,7)
Seéerna bolest 9 (16,7)
Depresija 1(1,9)
Astma 2(3,7)
GERB? 11 (20,4)

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija, kao medijan (interkvartilni
raspon) ili kao brojevi (postotci)
2 gastroezofagealna refluksna bolest

Tablica 11. Usporedba pocetnih i1 zavrsnih vrijednosti AHI-ja (n=54) u bolesnika kojima je bila
dijagnosticirana OSA, a zatim su proveli lijeenje CPAP-om u trajanju od Sest mjeseci

Varijabla Vrijednost
AHI?, pocetna vrijednost 47,7+ 19,6
AHI?, nakon 6 mjeseci 6,0+£53
AHI? promjena 41,8 £20,2
Postotak noéi tijekom kojih je koristen CPAP ureda;j® 72,0 + 28,8

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija
 apneja/hipopneja indeks (engl. apnoea/hypopnoea index)
b postotak no¢i od ukupnog broja od 180 no¢i koriStenja (6 mjeseci)

Usporedba glikanskih vrSaka na pocetku lije¢enja s onima na kraju pokazala je niz
statisticki znaCajnih promjena u glikanima plazme (Tablica 12), i glikanima na IgG-u (Tablica
13). Rezultati parcijalne korelacijske analize su pokazali izraZene promjene na glikanima

plazme uz izostanak statisti¢ki znacajnih rezultata na glikanima IgG-a (Tablica 14).
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Tablica 12. Usporedba glikana iz plazme na pocetku 1 nakon Sest mjeseci lijecenja CPAP-om.
GP,, - glikanski vrsak u plazmi (engl. glycan peak), pri ¢emu n oznacava poredak pojavljivanja
na mjernom uredaju. Masno su otisnuti statisticki znacajni rezultati.

Prije Nakon Prije Nakon

Vrsak lijeCenja lijeCenja P*  VrSak lijeCenja  lijeCenja P*
GP1 5,76£2,15  5,59+1,96 0,168 GP21 0,47+0,47 0,61+£0,07 0,044
GP2 2,22+0,59  2,224+0,55 0,992 GP22 3,86+0,89 3,96+0,77 0,062
GP3 0,10+0,03  0,09+0,03 0,003 GP23 1,93+0,64 2,03+0,66 <0,001
GP4 3,70£0,79  3,79+0,73 0,105 GP24 1,56+0,44 1,45+045 0,008
GP5 2,17£0,50  2,13+0,49 0,091 GP25 0,27+0,23 0,23+0,03 0,129
GP6 1,34+0,53  1,33+0,44 0,914 GP26 1,85+0,34 1,74+0,32 <0,001
GP7 1,17£0,57 1,16x£0,54 0,391 GP27 1,09+0,29 1,02+0,29 0,006
GP8 1,46+0,20 1,38+0,18 0,002 GP28 0,59+0,17 0,59+0,15 0,853
GP9 0,19£0,60  0,10+0,02 0,268 GP29 0,22+0,53 0,22+0,43 0,968
GP10 3,1940,90 3,31+0,84 0,140 GP30 4,22+1,24 426+1,24 0,703
GP11 0,85+0,59 0,80+0,47 0,014 GP31 0,37+0,11 0,37+0,11 0,927
GP12 0,91+0,18 0,98+0,15 0,001 GP32 1,67+£0,37 1,64+0,37 0,181
GP13 1,18«1,76  0,87+0,17 0,196 GP33 3,30+0,82 3,17+0,87 0,049
GP14 13,0842,06 13,37+1,17 0,301 GP34 0,36+0,07 0,40+0,08 <0,001
GP15 0,51+0,68 0,40+0,12 0,224 GP35 0,42+0,11 0,41+0,12 0,111
GP16 4,84+1,20  4,90£1,09 0,501 GP36 0,57+0,10 0,59+0,09 0,028
GP17 1,87+1,23  1,80+1,17 0,026 GP37 0,41+0,13 0,39+0,12 0,036
GP18 2,83+0,52  2,95+0,51 0,011 GP38 0,96+0,19 0,95+0,17 0,389
GP19 1,11£0,13  1,10+0,13 0,805 GP39 0,96+0,23 0,98+0,26 0,326
GP20  26,41+£2,85 26,71£2,93 0,100

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija
*t-test za povezane uzorke
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Tablica 13. Usporedba glikana [gG-a na poc¢etku 1 nakon Sest mjeseci lijecenja CPAP-om. P, -
glikanski vrsak IgG-a (engl. peak), pri ¢emu n oznacava poredak pojavljivanja na mjernom

uredaju. Masno su otisnuti statisti¢ki znacajni rezultati.

Vrsak Prije lije¢enja Nakon lijecenja P
P1 0,35+0,22 0,30 + 0,06 0,068
P2 0,27 + 0,09 0,19 = 0,05 <0,001
P3 1,41 £0,40 1,20 £ 0,33 <0,001
P4 1,76 + 0,38 1,50 + 0,31 <0,001
P5 0,15 + 0,03 0,13 £ 0,02 <0,001
P6 0,06 £ 0,03 0,06 + 0,03 0,098
P7 0,26 + 0,05 0,22 + 0,04 <0,001
P8 2,31+ 0,45 2,17 £ 0,40 <0,001
P9 0,39 + 0,10 0,37 + 0,09 <0,001
P10 0,69 + 0,15 0,72 +£0,13 0,175
P11 0,27 £ 0,07 0,28 £ 0,07 0,105
P12 7,85+ 1,85 7,91 + 1,80 0,685
P13 2,32+0,49 2,33 +£0,49 0,571
P14 0,64 + 0,16 0,51 + 0,15 <0,001
P15 24,62 + 7,18 23,76 + 6,83 0,031
P16 0,63 + 0,34 0,68 + 0,37 0,007
P17 0,43 +£0,16 0,43+ 0,17 0,559
P18 4,86 + 1,75 4,80+ 1,67 0,290
P19 0,44 +£0,12 0,45+0,12 0,191
P20 0,45 + 0,07 0,38 + 0,09 <0,001
P21 17,59 + 1,88 17,8 +1,78 0,002
P22 11,22 £ 1,51 11,32 £ 1,48 0,110
P23 5,74 = 1,03 5,96 + 1,04 <0,001
P24 0,77 + 0,12 0,81 £0,13 <0,001
P25 0,16 + 0,04 0,19 + 0,04 <0,001
P26 12,97 + 3,76 13,94 + 3,74 <0,001
P27 1,43 + 0,35 1,60 £ 0,35 <0,001

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

*t-test za povezane uzorke
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Tablica 14. Parcijalna korelacija vrijednosti AHI nakon Sest mjeseci lijeenja s glikanima
plazme i IgG-a sa pocetka lijeCenja (n=54). GP, - glikanski vrsak plazme; P, - glikanski vrsak
IgG-a, pri ¢emu n oznacCava poredak pojavljivanja na mjernom uredaju. Masno su otisnuti
statisticki znacajni rezultati.

Vrs§ak r (P)* Vrsak r (P)* Vrsak r (P)*

P1 0,11 (0,425) P23 -0,16 (0,252)  GP18 -0,35 (0,010)
P2 -0,13 (0,347) P24 -0,02 (0,891)  GP19 0,03 (0,833)
P3 -0,09 (0,506) P25 -0,15(0,303) GP20 0,28 (0,047)
P4 -0,10 (0,462) P26 -0,12 (0,388)  GP21 0,10 (0,468)
P5 -0,02 (0,910) P27 -0,10 (0,467)  GP22 0,08 (0,585)
P6 -0,06 (0,662) GP1 0,06 (0,678) GP23 -0,14 (0,312)
P7 -0,04 (0,776) GP2 -0,24 (0,082)  GP24 -0,11 (0,422)
P8 0,09 (0,529) GP3 -0,14 (0,335)  GP25 -0,13 (0,344)
P9 0,10 (0,503) GP4 -0,25(0,072)  GP26 0,20 (0,161)
P10 0,04 (0,758) GP5 -0,19 (0,174)  GP27 0,37 (0,007)
P11 -0,05 (0,702) GP6 -0,31 (0,026) GP28 -0,14 (0,333)
P12 -0,13 (0,374) GP7 -0,16 (0,257)  GP29 0,06 (0,692)
P13 -0,06 (0,651) GP8 -0,10 (0,500)  GP30 -0,07 (0,629)
P14 -0,08 (0,595) GP9 -0,17 (0,236)  GP31 -0,02 (0,914)
P15 0,18 (0,216) GP10 -0,33 (0,015) GP32 0,49 (<0,001)
P16 -0,10 (0,469) GP11 -0,21 (0,145)  GP33 0,41 (0,003)
P17 -0,1 0(0,491) GP12 -0,39 (0,004) GP34 0,25 (0,080)
P18 -0,03 (0,853) GP13 -0,16 (0,249)  GP35 0,38 (0,005)
P19 -0,06 (0,685) GP14 0,12 (0,384) GP36 0,29 (0,039)
P20 -0,03 (0,853) GP15 -0,10 (0,468)  GP37 -0,16 (0,263)
P21 -0,05 (0,723) GP16 -0,26 (0,067)  GP38 0,14 (0,325)
P22 -0,01 (0,955) GP17 -0,16 (0,255)  GP39 0,40 (0,003)

*parcijalna korelacija, prilagodena na ucinke dobi, spola i indeksa tjelesne mase, pri ¢emu je r
korelacijski koeficijent a P razina statisticke znacajnosti

Koristenje PCA analize pokazalo je kako se ukupna varijanca glikanskog profila

smanjila nakon lijec¢enja CPAP-om, s 1,781 na 1,292, §to je bilo smanjenje varijance od 0,489

(P=0,207). Mjera rasapa u pocetnom trenutku iznosila je 20,777, a na kraju 10,214, $to je bilo

statisticki grani¢no neznacajno (P=0,081). Obrazac promjena, iako nije bio statisticki znacajan,

ukazivao je na opseZno smanjenje varijance nakon primjene lije¢enja (Slika 12).
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Slika 12. Rezultati PCA analize koja je usporedila pocetne vrijednosti glikanskih vrSaka
(oznacene zutim krugovima) sa zavrSnima (oznacene plavim trokutima). Oznake ,,91% i ,,29*
predstavljaju identitete pojedinih bolesnika koji su imali najveéu promjenu obrasca glikana
nakon lijecenja (,,91°) ili najmanju promjenu (,,29%); oznaka S oznaava spol, D dob, ITM
indeks tjelesne mase dok su AHI; 1 AHI> pocetna i zavrsna vrijednost indeksa AHI.

Zadnji korak regresijske analize pokazao je da su dva najvaznija prediktora smanjenja
AHI-ja bila indeks tjelesne mase (uklonjen u predzadnjem koraku), dok je pojedinac¢no
najvazniji prediktor koji je odredivao smanjenje AHI vrijednosti bio glikanski vrSak GP32
(Tablica 15). KoriStenje istog pristupa za izraéun Glycan age-a 1 procjenu bioloske dobi
pokazalo je kako su pocetne prosjecne vrijednosti od 64,4+20,1 godina smanjene na 62,0+19,4
godine, §to je bilo statisticki znacajno smanjenje prosjecne bioloske dobi nakon lije¢enja CPAP-
om (P=0,002). Promjena AHI nije bila korelirana s promjenom Glycan age procjene bioloske

dobi (r=-0,02; P=0,876).
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Tablica 15. Prikaz regresijske analize koja je predvidala razliku vrijednosti AHI-ja. GP, -
glikanski vrSak u plazmi (engl. glycan peak), pri ¢emu n oznacava poredak pojavljivanja na
mjernom uredaju. Masno su otisnuti statisticki znacajni rezultati.

Korak B t P Korak B t P

1 Konstanta -108,95 -1,23 0,227 3 Konstanta -109,28 -1,78 0,084
Spol 13,72 1,63 0,112 Spol 13,73 1,69 0,100
Dob -0,04 -0,44 0,666 Dob -0,04 -0,50 0,618
ITM? 1,54 2,26 0,030 IT™M 1,53 2,78 0,009
HPTN® -8,86 -1,48 0,147 HPTN -8,95 -1,56 0,129
Se¢. bolest -6,29 -0,75 0,457 Se¢. bolest 6,15  -0,78 0,438
Depresija -2,56  -0,12 0,902 Depresija -2,72  -0,14 0,892
Astma 16,75 1,13 0,268 Astma 16,66 1,16 0,255
GERB® -5,34  -0,67 0,507 GERB -5,34  -0,69 0,492
GP6 -0,03 0,00 0,998 GP10 0,94 0,29 0,771
GP10 0,87 0,26 0,799 GP12 18,42 1,03 0,310
GP12 18,27 0,93 0,358 GP20 0,91 0,74 0,461
GP18 0,89 0,12 0,908 GP27 14,86 0,59 0,557
GP20 0,82 042 0,675 GP32 29,19 2,74 0,010
GP27 14,96 0,58 0,566 GP33 -10,06  -0,78 0,440
GP32 29,97 2,15 0,039 GP35 12,60 0,34 0,739
GP33 -10,33 -0,74 0,464 GP36 -55,49 -1,43 0,161
GP35 12,61 0,33 0,747 GP39 46,11 1,75 0,089
GP36 -59,69 -0,94 0,355 4 Konstanta -107,77 -1,81 0,079
GP39 47,76 1,35 0,185 Spol 13,84 1,73 0,092

2 Konstanta -109,12  -1,75 0,089 Dob -0,04 -0,53 0,597
Spol 13,72 1,66 0,105 ITM 1,52 2,84 0,007
Dob -0,04 -0,50 0,620 HPTN -8,98 -1,58 0,122
ITM 1,54 2,73 0,010 Seé. bolest -6,06 -0,79 0,437
HPTN -8,86  -1,51 0,141 Astma 16,60 1,17 0,250
Se¢. bolest -6,30 -0,78 0,439 GERB -5,24  -0,69 0,493
Depresija -2,56 -0,13 0,900 GP10 0,83 0,27 0,788
Astma 16,75 1,15 0,259 GP12 17,90 1,04 0,306
GERB -5,34  -0,68 0,499 GP20 0,89 0,74 0,462
GP10 0,87 0,26 0,794 GP27 15,14 0,62 0,543
GP12 18,25 1,00 0,323 GP32 29,47 285 0,007
GP18 0,89 0,12 0,906 GP33 -10,08 -0,79 0,433
GP20 0,83 0,59 0,561 GP35 12,85 0,35 0,730
GP27 14,95 0,59 0,560 GP36 -56,64 -1,52 0,138
GP32 29,95 2,39 0,023 GP39 46,05 1,77 0,085
GP33 -10,32  -0,78 0,441
GP35 12,62 0,33 0,742
GP36 -59,60 -1,14 0,263
GP39 47,71 1,59 0,120
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Tablica 15. Prikaz regresijske analize koja je predvidala razliku vrijednosti AHI-ja, nastavak

Korak B t P Korak B t P

5 Konstanta -101,69  -1,86 0,07 7 Konstanta -111,90 -2,33 0,025
Spol 13,25 1,74 0,089 Spol 13,84 1,88 0,067
Dob -0,04 -0,53 0,603 ITM 1,64 3,54 0,001
IT™M 1,50 2,87 0,007 HPTN -8,30  -1,56 0,128
HPTN -9,04 -1,61 0,115 Seé. bolest -7,76  -1,10 0,277
Se¢. bolest -6,40 -0,85 0,401 Astma 17,64 1,31 0,197
Astma 16,42 1,17 0,248 GERB -6,40 -0,93 0,360
GERB -5,22  -0,70 0,489 GP12 17,23 1,05 0,299
GP12 17,23 1,02 0,313 GP20 0,99 0,91 0,368
GP20 0,90 0,77 0,448 GP27 14,65 0,64 0,526
GP27 16,68 0,70 0,486 GP32 27,26 2,90 0,006
GP32 29,02 2,88 0,007 GP33 -8,20 -0,72 0,475
GP33 -10,78 -0,88 0,387 GP36 -49.15 -1,56 0,128
GP35 11,79 0,33 0,747 GP39 43,81 1,90 0,064
GP36 -57,08 -1,55 0,130 8 Konstanta -116,43  -2,46 0,018
GP39 46,42 1,81 0,078 Spol 14,88 2,09 0,043
6 Konstanta -9943  -1,86 0,071 ITM 1,72 3,89 <0,001
Spol 13,58 1,83 0,076 HPTN -9,20  -1,80 0,079
Dob -0,04 -0,55 0,583 Seé. bolest -8,01  -1,15 0,257
ITM 1,53 3,04 0,004 Astma 18,20 1,37 0,179
HPTN -903 -1,63 0,111 GERB -6,67 -0,98 0,335
Se¢. bolest -6,55 -0,88 0,383 GP12 19,24 1,21 0,235
Astma 16,17 1,17 0,249 GP20 1,06 0,98 0,334
GERB -5,07  -0,69 0,496 GP32 25,64 2,86 0,007
GP12 16,62 1,00 0,322 GP33 -2,24  -0,35 0,730
GP20 0,83 0,72 0474 GP36 -52,93  -1,72 0,093
GP27 16,76 0,72 0,478 GP39 42,58 1,87 0,069
GP32 28,95 291 0,006 9 Konstanta -122,95 -2,87 0,006
GP33 -9,92  -0,84 0,409 Spol 15,65 2,34 0,024
GP36 -58,59 -1,62 0,113 IT™M 1,74 4,03 <0,001
GP39 48,37 1,96 0,057 HPTN -8,89  -1,79 0,081
Se¢. bolest -8,58 -1,28 0,208

Astma 19,25 1,50 0,141

GERB -6,70 -0,99 0,328

GP12 20,24 1,30 0,200

GP20 1,15 1,11 0,272

GP32 24,72 291 0,006

GP36 -49.65 -1,71 0,094

GP39 35,96 2,92 0,006




Tablica 15. Prikaz regresijske analize koja je predvidala razliku vrijednosti AHI-ja, nastavak

Korak B t P Korak B t P
10 Konstanta -114,03 -2,72 0,009 13 Konstanta -63,02 -2,89 0,006
Spol 14,71 2,22 0,032 Spol 13,59 2,15 0,037
ITM 1,67 3,92 <0,001 ITM 1,55 3,82 <0,001
HPTN -9,99  -2,06 0,046 HPTN -11,87  -2,55 0,014
Seé. bolest -6,50 -1,02 0,313 Astma 11,79 1,05 0,300
Astma 13,91 1,20 0,239 GP32 24,32 3,58 0,001
GP12 18,63 1,21 0,234 GP36 -4893  -1,82 0,075
GP20 0,84 0,85 0,400 GP39 32,58 2,78 0,008
GP32 25,39 3,00 0,004 14 Konstanta -62,36 -2,85 0,006
GP36 -40,85 -1,48 0,146 Spol 13,16 2,08 0,043
GP39 33,08 2,77 0,008 ITM 1,54 3,79 <0,001
11 Konstanta 91,15  -2,85 0,007 HPTN -11,80 -2,53 0,015
Spol 13,22 2,07 0,044 GP32 24,14 3,55 0,001
IT™ 1,64 3,88 <0,001 GP36 -4896 -1,82 0,075
HPTN -10,54  -2,20 0,033 GP39 33,53 2,87 0,006
Seé. bolest -5,79  -0,92 0,362 15 Konstanta -72,22  -3,33 0,002
Astma 14,24 1,23 0,226 Spol 10,95 1,72 0,091
GP12 17,04 1,12 0,271 IT™M 1,53 3,66 0,001
GP32 28,54 3,76 <0,001 HPTN -10,25  -2,19 0,034
GP36 -4290 -1,57 0,125 GP32 20,54 3,09 0,003
GP39 32,40 2,73 0,009 GP39 23,41 2,22 0,031
12 Konstanta -84,09 -2,71 0,01 16 Konstanta -48,65 -2,84 0,007
Spol 13,09 2,06 0,045 ITM 1,43 3,40 0,001
IT™ 1,54 3,78 <0,001 HPTN -7,66  -1,69 0,097
HPTN -10,85 -2,27 0,028 GP32 18,26 2,75 0,008
Astma 14,39 1,24 0,221 GP39 18,11 1,76 0,085
GP12 14,29 0,96 0,345 17 Konstanta -4721  -2,71 0,009
GP32 27,18 3,66 0,001 ITM 1,31 3,09 0,003
GP36 -44.16 -1,62 0,113 GP32 17,43 2,58 0,013
GP39 3363 2,85 0,007 GP39 18,08 1,73 0,091
18 Konstanta -30,71 -2,06 0,043
ITM 1,11 2,68 0,010
GP32 21,71 3,39 0,001
19 Konstanta -2,58 11,1 0,818
GP32 26,52 6,50 <0,001

2 hipertenzija
b indeks tjelesne masne
¢ gastroezofagealna refluksna bolest
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5. RASPRAVA



Glavni rezultat ove disertacije je opis drugacijeg glikanskog profila bolesnika s OSA-
om, u usporedbi s kontrolnim ispitanicima. Pri tome se isti¢e uloga glikana GP32 u dijagnostici
1 pracenju tezine klinicke slike. Taj nalaz potvrden je i u dijelu istrazivanja koje je bilo studija
pracenja dijela bolesnika, nakon Sest mjeseci primjene lijeCenja CPAP-om. Pocetno povisene
vrijednosti tog glikana medu bolesnicima su se nakon lijeCenja smanjile. Time je potvrdena
prva hipoteza, koja se temelji na oCekivanju znacajnih razlika izmedu bolesnika s OSA-om i
kontrolnih ispitanika. Drugi vaZan nalaz ovog istrazivanja odnosi se na ¢injenicu da su bolesnici
s OSA-om pokazivali visu vrijednost Glycan age-a u odnosu na svoju kronolosku dob, §to
upucuje na ubrzani proces bioloskog starenja u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje,
utvrdeno je da primjena terapije uredajem CPAP tijekom razdoblja od Sest mjeseci dovodi do
smanjenja Glycan age-a u bolesnika, §to dodatno potvrduje pozitivan ucinak lijecenja na
bioloske pokazatelje starenja u toj populaciji. Znacajan doprinos ovog doktorskog rada ogleda
se u provedbi opseznog istrazivanja glikanskih profila i odredivanja Glycan age-a u populaciji
bolesnika s OSA-om, §to do sada nije bilo istrazeno u ovom kontekstu. Time su potvrdene

hiopoteze 2, 3 1 4 ovog doktorskog rada.

Glikanski vrSak GP32 predstavlja strukturu s trigalaktozilacijom i trisialilacijom u
triantenskoj formi (A3G3S3). Najveéi udio ovog glikana u plazmi potjeCe s al-kiselog
glikoproteina (AGP; engl. al-acid glycoprotein) (208). Taj protein, nazvan i orosomukoid,
spada medu proteine akutne faze, proizvodi se najve¢im dijelom u jetri i predstavlja oko 3%
svih proteina plazme (209). Prema strukturi radi se o jednostavnom lancu, a jedan je od
najglikoziliranijih proteina prisutnih u ljudskoj plazmi. Glikani na njegovoj povrSini uzrokuju
niz elektrokemijskih reakcija i1 na taj nain u znatnoj mjeri reguliraju njegovu ulogu (209).
Medutim, 1 dalje nije u potpunosti jasna njegova uloga, jer je u prijasSnjim istrazivanjima bio
povezan s nizom ishoda, koji su primarno ukljucivali inhibicijski imunomodulacijski u¢inak
(210-212), sto je u suprotnosti s povecanim razinama koje su nadene u slucaju tumora,
kardiovaskularnim bolestima i u Se¢ernoj bolesti obiljezenoj povecanim razinama upale (213—
217). Dosadasnji radovi pokazali su da je upravo vrSak GP32 bio najsnaznije izraZen u prijelazu
pred-Secerne bolesti u Se¢ernu bolest tipa 2 (92, 218, 219). Uz Secernu bolest, isti glikanski
vrSak bio je povezan s nizom metaboli¢kih poremecaja poput hiperlipidemije (90), ali i drugim
sastavnicama metabolickog sindroma, ukljucujuci sistolicki i dijastolicki arterijski tlak, glukozu
nataste i indeks tjelesne mase (220) te albuminuriju i promijenjenu glomerulanu filtraciju (221,
222). Takvi nalazi upucuju na povezanost GP32 s kroni¢nom upalom, jednim od glavnih

patogenetskih mehanizama OSA-e (223). Naposljetku, uloga GP32 istrazivana je i u malignim
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bolestima (224), 1 na taj nacin potvrdena je viSeorganska priroda i pojavnost ovog glikana.
uzorku od preko 17 tisu¢a ljudi (225), §to je u izravnoj suprotnosti s njegovom funkcijom
smanjenja 1 kontrole razine upale. Pri tumacenju ovih rezultata treba uzeti u obzir da su
patofizioloske promjene kroz prirodni tijek kompleksnih bolesti dinamicke i nisu nuzno
linearne prirode. Analiza razine kortizola u plazmi pokazala je znatno niZe vrijednosti u
bolesnika s teskim stupnjem OSA-e (226). U tom radu, autori su predlozili iscrpljivanje
hipotalamo-hipofizne hormonalne osovine kao mehanizam kojim se objaSnjava smanjenje
razine kortizola u uvjetima u kojima bi se o¢ekivalo poveéanje (226). Slican rezultat dobiven
je 1 analizi glikanskih profila bolesnika koji su bolovali od makularne degeneracije. Raniji
stadiji bolesti bili su obiljezeni izrazenim imunosupresivnim obrascima, koji izgledno
pokusavaju kontrolirati pocetni patogenetski mehanizam i1 ponovno uspostaviti homeostazu
(98). Nakon iscrpljivanja imunosupresivnih obrazaca pocinje snazniji upalni odgovor, koji
prelazi iz imunosupresivnog u imunopoticajni, razvija se puna klinicka slika i nastaju klinicki
vidljive promjene (98). Razmatranje takvih patofizioloSkih obrazaca zahtjeva proSirivanje
fokusa istrazivanja, jer je lako moguce da jedan protein istovremeno moze imati i protu- i pro-
upalnu ulogu. To ukazuje na potrebu za preciznijim odredivanjem stupnja bolesti, uz detaljnije
prikupljanje drugih klinickih informacija. Takoder, ovo znaci da mjerenje ekspresije pojedinog
proteina bez uzimanja u obzir njegove glikozilacije ne moze dostatno odrazavati patofizioloske
procese. Naposljetku, u ovome se pojavljuje joS jedan znacajan problem. Proteomika se kao
grana znanosti ¢esto koristi stani¢nim kulturama, u kojima je moguce detaljno kontrolirati
uvjete. Medutim, takve kulture ne ukljucuju razne mehanizme koji su prisutni u organizmu,
poput endokrinih i drugih udaljenih signala i mehanizama, ¢ime je izgledno da ¢e obrasci
glikozilacije proteina biti drugaciji. Ovo u konacnici otezava usporedivost rezultata proteomike
sa stanicnih kultura i iz Zivih organizama, posebno u svjetlu nejednakih rezultata proteomske

analize stani¢nih kultura 1 primarnih stanica u Sirokom rasponu bolesti (227-229).

Analizom povezanosti plazmatskog N-glikoma i genetskih varijanti, uz prilagodbu za
dob 1 spol, otkriveno je da je GP32 povezan s genom ST3GAL4 (engl. ST3 Beta-Galactoside
Alpha-2,3-Sialyltransferase 4) (92). Taj gen kodira enzim iz obitelji sijaliltransferaza, koje
kataliziraju dodavanje a2,3-sijalilacije na N- i O-vezane glikane, ¢cime se mijenjaju struktura,
stabilnost i funkcija glikoproteina, ukljucujuci receptore i adhezijske molekule. Bioloske uloge
ovog gena bitno su razlicite, a uklju¢uju kontrolu upale i aktivnost leukocita (230), kontrolu

hemostaze (231, 232), regulaciju upalnih bolesti poput gripe (233), ali i regulaciju mijelina 1
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gangliozida (234). Kontrolom selektina, taj protein odgovoran je i za odredivanje invazivnog
potencijala tumora, a sudjeluje 1 u stvaranju jednog od prvih ikada opisanih glikanskih
produkata, Lewisovog agenta, koji je jasan biomarker karcinoma (235). Ciljana istrazivanja na
stani¢nim linijama pokazala su da prekomjerni izrazaj tog gena sustavno povecava stanicnu
sijalilaciju te potiCe rast i metastaziranje karcinoma gusterace (236), invazivnost, migraciju i
rezistenciju glioma na apoptozu (237), ali i tumorigenost karcinoma dojke (238). Usporedba
djelovanja ovog gena i njegovog glavnog produkta tako pokazuje da ¢e poremecaji jednog ili
drugog mo¢i dovesti do niza metabolic¢kih 1 imunogenih promjena te da ¢e bilo koja bolest koja
je povezana s njima izgledno biti povezana s velikim brojem promjena i Sirokim opsegom

sustavnih poremecaja.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju i na znacajne razlike glikanskih profila u bolesnika
s OSA-om i kontrola. Isti pokazuju da su kontrolni ispitanici imali sli¢an glikanski profil bez
znacajnih medusobnih razlika. Suprotno tome, glikanski profili pacijenata s OSA-om teSkog
stupnja bili su izrazito raznoliki. Sli¢an rezultat, obiljezen raznolikos¢u klinicke slike raznih
bolesti u literaturi je opisan kao nacelo Ane Karenjine (AKP; engl. Anna Karenina Principle),
izvedeno iz poznate Tolstojeve recenice da su ,,sve sretne obitelji nalik jedna na drugu, a svaka
nesretna, nesretna je na svoj nacin“ (239). Primijenjeno na bolesti, moguce je preoblikovati tu
tvrdnju i postaviti ju na nacin da su svi zdravi ljudi sli¢ni jedan drugome, dok je svaki bolesnik

bolestan na svoj nacin.

Nacelo Ane Karenjine moguce je prona¢i u mnogim nedavnim znanstvenim radovima.
Posebice je Cesta pojava AKP-a u istrazivanjima koja se bave raznim metodama omike, koje
obiljezava stvaranje velike koli¢ine podataka 1 moguénost mjerenja veceg broja metabolita.
Tako je vrlo Cesto opisana ta pojava u analizi mikrobioma, u kojem su svi ,,zdravi® mikrobiomi
sli¢ni, a svaki bolesnik ima jedinstven, individualiziran oblik disbioze (240-244). Slican
rezultat dobiven je i u analizi metaboliCkih promjena u Se€ernoj bolesti, kao i promjena koje
uvjetuju prelazak pre-Secerne bolesti u Se€ernu bolest (245, 246). Posebno je zanimljiva ideja
Mendelske randomizacije, postupka u kojem se analizira (pseudo-)uzrocna povezanost gena i
biomarkera. Tako je analiza velikog broja bolesnika od Alzheimerove bolesti pokazala da se
bolesnike od ove bolesti koji su imali usporedive klinicke nalaze moglo svrstati u ¢ak sedam
skupina prema postojanju mutacije u proteinima koji su definirali pripadnost tim skupinama
(247). Stoga se kao jedna od glavnih spoznaja tih radova, a posebice ove disertacije istice
potreba za novim nacinom shvacanja kroni¢nih bolesti. Umjesto trazenja pojedinacnog

biomarkera koji bi mogao objasniti patogenezu bolesti, ¢ini se da multifaktorske bolesti, kako
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im 1 ime govori, Cesto nastaju kao posljedica razli¢itih metabolickih 1 patofizioloSkih puteva.
Ovo bi mogao biti i razlog dosadaS$nje nemogucnosti pronalaska jedinstvenog biomarkera za
OSA-u, jer se iz ovih rezultata ¢ini da je OSA zajednicka klinicka prezentacija razliitih
metaboli¢kih promjena, koje se ocrtavaju kao veca raznolikost glikanskih profila slucajeva
nego kontrola. Stoga postaje jasno kako je potrebno promijeniti cijelu paradigmu razumijevanja
kroni¢nih bolesti. Ovi rezultati govore u prilog tome da klinicki simptomi mogu odrazavati
razli¢ite patofizioloSke promjene, koje su mozda potpuno jedinstvene svakom bolesniku,

uzimajudi u obzir genetski profil, razvojne putanje i izloZenost okolisu.

U skladu s ocekivanjima i prethodnim znanstvenim radovima (248), rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da glikani izolirani iz plazme i oni vezani uz IgG nisu korelirani. Taj nalaz
je razumljiv, s obzirom da plazma predstavlja kona¢ni produkt cijelog organizma, koji je
nespecifican jer se sastoji od raznih proteina iz razli¢itih izvora. Dodatni problem je da proteini
plazme imaju drugaciji poluvijek zivota. U uvjetima brze promjene u organizmu, plazma ¢e
sadrzavati udio proteina koji nose stariji glikanski profil, dok ¢e se u tom trenutku poceti stvarati
novi proteini s novim glikanskim profilom. Ovo znaci da su glikani u plazmi uvijek rezultat
niza bioloskih procesa, koji ne samo da potiu i odrazavaju stanje u raznim tkivima, nego i
razne procese u razli¢itim stadijima razvoja i prirodnog tijeka stanja ili bolesti. Stoga postaje
jasno kako je mjerenje i odredivanje glikozilacije jednog proteina u znatnoj mjeri bolje od
analize glikoma plazme (249, 250). Ta tvrdnja ima i1 empirijsku potvrdu, pokazujuéi kako se
varijabilnost transferinskog (Tf) N-glikoma mijenja ovisno o dobi i spolu, kao 1 s biokemijskim
1 fizioloskim obiljezjima ispitanika. Kada je u istim uzorcima provedena analiza glikozilacije
IgG-a, pokazano je da se glikozilacija Tf-a 1 [gG-a regulira neovisno, $to je u suglasju sa slicnim
opazanjima prijasnje studije (249). Sli¢na opazanja vrijede i za druge proteine koji su ve¢ bili
predmet istrazivanja, poput IgA (36). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su razlike izmedu
bolesnika s OSA-om 1 kontrola najizrazenije na glikanima plazme, dok su te razlike na
glikanima IgG-a bile znatno manje izrazene. Glikani plazme odrazavaju znatno veéi opseg
varijabilnosti bioloskih 1 patofizioloSkih nego jedno mjesto vezanja glikana na [gG-u. Time se
posredno moze re¢i da se u patofiziologiji OSA-e radi o nizu metaboli¢kih poremecaja, koje
bolje odrazava glikom plazme nego glikom IgG-a, koji je usmjeren i specifican za imunoloske
procese. Unato¢ tome, procjena Glycan age-a na temelju IgG glikana pokazala je znacajnu

razliku, i na pocetku i nakon lijec¢enja.

Mjerenje bioloske dobi pomocu N-glikana sve je zanimljivije u uvjetima moderne

medicine. U razdoblju intenzivnog znanstvenog interesa za prouc¢avanje mehanizama starenja,
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svaki novi potencijalni biomarker privlaci osobitu pozornost istrazivaca, u nadi razumijevanja
cjelokupnog mehanizma, a zatim 1 mogucénosti usporavanja starenja. U tim uvjetima se Glycan
age pojavljuje kao jako zanimljiv biomarker, koji pruza gotovo jedinstvenu priliku
razumijevanja organizma u okoliSu, jer se temelji na medudjelovanju gena i okolisa (111).
Nalazi su potvrdeni u razli¢itim etnickim i geografskim populacijama te metodoloski dodatno
potvrdeni rezultatima radova koji procjenjuju preciznost i vremensku stabilnost Glycan age-a
(251, 252). Rezultati ovog istraZivanja pokazali su prepoznatljive obrasce i potvrdili
pretpostavku da bolesnici s OSA-om ubrzano stare zbog kumulativnih ucinaka bolesti na
organizam. U pocetnom su mjerenju bolesnici s teSkim oblikom OSA-e imali medijan bioloske
dobi gotovo 7 godina vi$i od kontrolnih ispitanika, uz smanjenje procjene bioloske dobi za oko
dvije godine nakon primjene terapije CPAP-om. U skladu s prethodnom tvrdnjom o postojanju
posebnih glikanskih profila, 1 analiza pracenja pokazala je kako su u analiziranom uzorku
postojali bolesnici koji su imali izuzetno dobar metabolicki odgovor, ali i oni kojima je terapija
CPAP-om dovela do minimalnih promjena glikanskog profila. Biolosko 1 klinicko znacenje te

raznolikosti ostaje kao jedna od tema za buduca istrazivanja.

Znatan doprinos ovog rada je spoznaja o poboljsanju glikanskih profila nakon 6 mjeseci
lijeCenja, koji nadopunjuje prethodna istrazivanja koja su zabiljezila Sirok spektar poboljSanja
u bolesnika s OSA-om nakon uvodenja terapije CPAP-om (253-255). Rezultati meta analize
koja je ispitivala uc¢inak terapije CPAP-om na vrijednosti arterijskoga krvnog tlaka pokazali su
da najvecu korist od lijeCenja ostvaruju bolesnici koji na pocetku imaju nekontroliranu
arterijsku hipertenziju. Kod njih je zabiljeZzeno znacajno snizenje arterijskoga krvnog tlaka
nakon primjene terapije CPAP-om. Ti nalazi imaju izravne klini¢ke implikacije, osobito u
kontekstu zbrinjavanja hipertenzije povezane s OSA-om (256). Terapija CPAP-om dovodi i do
znaajnih poboljSanja metabolickih ¢imbenika. IstraZivanja koja su provedena u populaciji
bolesnika koji istovremeno boluju od Secerne bolesti i OSA-e pokazala su da primjena CPAP-
a rezultira boljom glikemijskom kontrolom 1 smanjenjem inzulinske rezistencije. SniZene
vrijednosti metabolickih biomarkera (HbAlc, glukoze nataSte i HOMA-IR indeksa) ukazuju na
povoljnu modulaciju kljuénih metaboli¢kih putova (257). Ovi nalazi jasno ukazuju da terapija
CPAP-om moze utjecati na sustavne metabolicke procese, Sto posljedi¢no dovodi do smanjenja
ukupnog kardiometaboli¢kog rizika (257). U€inak terapije CPAP-om vidljiv je i u promjenama
upalnih mehanizama, koji su vazna sastavnica patofiziologije OSA-e 1 povezanih
kardiovaskularnih ishoda. PridrZavanje propisane terapije dovelo je do smanjenja koncentracija

CRP, IL-6 1 TNF-a, uz ocekivane razlike u veli¢ini uc¢inka ovisno o biomarkeru i trajanju
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intervencije (258). Neurokognitivni ucinci vidljivi su 1 u kratkom roku, jer je ve¢ nakon mjesec
dana pridrZzavanja primjene terapije CPAP-om zabiljeZeno smanjenje dnevne pospanosti i
poboljSanje verbalne epizodne memorije, Sto sugerira da je barem kod nekih bolesnika ovo
reverzibilno te da je mogu¢ povrat funkcije (259). Unato¢ jasno dokumentiranim dobrobitima,
pridrzavanje smjernica prilikom koristenja terapije CPAP-om 1 dalje predstavlja ozbiljan izazov,
pa je od presudne vaZnosti sustavna edukacija i1 kontinuirana motivacija koju pruzaju
zdravstveni djelatnici, uz individualizirano pracenje i uklanjanje prepreka za redovitu primjenu
uredaja. U tom kontekstu, koncept bioloske dobi mjeren Glycan age-om moze posluziti kao
razumljiv i motivirajuéi alat, jer jednostavna broj¢ana procjena pomaze bolesnicima da
prepoznaju ozbiljnost vlastitog stanja i ustraju u dosljednoj primjeni terapije, Sto naposljetku

pridonosi dugoro¢noj kardiometabolickoj i neurokognitivnoj dobrobiti.

U ovom radu koristen je jedan zanimljiv pristup u istraZivanju biomarkera, koji se
temelji na analizi bez pocetne hipoteze (engl. hypothesis-free). Ovo se ogleda u koristenju
metode iz skupine metoda za otkrivanje znanja (engl. data mining), koje se temelje na
intuitivnom 1 agnostickom pristupu podacima, iz kojeg se stvara hipoteza koju je kasnije
moguce testirati. U ovom slucaju koristeno je hijerarhijsko klasteriranje, koje omogucuje
istovremenu analizu svih dostupnih podataka te svrstavanje svih ispitanika u skupine koje
obiljezava slicnost podataka koji se analiziraju (Slika 5). Na taj nac¢in mogude je izracunati
matricu udaljenosti pojedinog ispitanika od svakog drugog, iz Cega je moguce izraditi
hijerarhijsko stablo koje ih svrstava u odredene skupine. Nakon svrstavanja u skupine po svim
obiljezjima moguce je pogledati kakav je odnos sluc¢ajeva i kontrola u pojedinom klasteru, a
zatim 1 usporediti klastere prema raznim obiljezjima. Glavna prednost ove analize je potpuni
izostanak pocetnih ocekivanja 1 poCetne hipoteze, ¢ime se omogucuje izostanak sustavnih
pogresaka koje je moguce (nenamjerno) napraviti prilikom analize podataka koja se temelji na
hipotezi. Ovdje treba napomenuti da nisu zabiljezena obiljezja demografskih podataka ili
fenotipa koja su bila povezana s ¢lanstvom u pojedinom klasteru. Ovo znaci da su klasteri u
najvec¢oj mjeri (ili u potpunosti) bili utemeljeni na glikanskim profilima, koji izgledno ne
moraju imati jasna vanjska obiljeZja povezana s njima. Drugim rije€ima, rezultati ovog
istrazivanja potvrduju prijaSnje ideje da u populaciji postoje pojedinci s posebnim glikanskim
profilima, ¢ija posebnost ne mora nuzno biti povezana sa zdravstvenim ishodima (260). Nakon
provedbe lijeCenja CPAP-om od 6 mjeseci zbiljeZeno je izraZzeno smanjenje individualne

raznolikosti glikanskih profila (Slika 12). Analiza je ukazala na obrazac smanjenja raznolikosti
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profila nakon lijecenja pokazala je kako CPAP pozitivno djeluje na ujednacavanje glikanskih

profila i njihovo priblizavanje glikanskim profilima zdravih kontrola.

Pri tumacenju nalaza ovog doktorskog rada valja uzeti u obzir nekoliko ogranicenja.
Relativno maleni uzorak, osobito u kontrolama, proizlazi iz metodoloskih izazova. U rutinskoj
praksi na polisomnografiju se pretezno upucuju bolesnici s izraZenijim simptomima, pa je
ukljucivanje zdravih ispitanika otezano. Zbog toga je vjerojatno smanjena statisticka snaga za
razradu pojedinih obrazaca, ukljuc¢uju¢i odnos OSA-e i pretilosti. Dodatno, glikanski profil
odreden je u jednoj vremenskoj tocki. Iako su glikani stabilni biomarkeri, kratkotrajne, klinic¢ki
relevantne promjene mogu promaknuti, pa bi dvostruko mjerenje u razmaku od nekoliko dana
pruzilo pouzdaniju validaciju klinickog statusa. Replikacija u neovisnoj kohorti dodatno bi
ucvrstila vjerodostojnost rezultata. Ukljucivanje veéeg broja bolesnika s OSA-om i zdravih
kontrola omoguc¢ila bi precizniju klini¢ku karakterizaciju. Koristan bi bio i pristup usmjeren na
ekstremne fenotipove npr. usporedba mrsavih ispitanika s OSA-om i pretilih bez OSA-e, radi
preciznijeg razlikovanja uzrocnosti izmedu OSA-e 1 metabolickih poremecaja. Drugi smjer
razvoja bio bi detaljnije ukljuCivanje pokazatelja zivCanog sustava, poput ukljucivanja

odredivanja periferne neuropatije u karakterizaciju bolesti (261).

Znacaj ovog doktorskog rada posebno se istiCe u €injenici da po prvi put primjenjuje
analizu glikanskih profila u populaciji bolesnika s OSA-om. Dobiveni rezultati predstavljaju
vrijedan temelj za buduca istraZivanja usmjerena na dublje razumijevanje bioloSkih
mehanizama i preciznije odredivanje stupnja bolesti. Dodatna snaga ovog istraZivanja proizlazi
1z strogo standardiziranog dijagnosti¢kog postupka, koji je primijenjen u svih ispitanika. Time
je s visokom sigurno$c¢u potvrdeno da ispitanici u kontrolnoj skupini doista nisu imali OSA-u
Sto je nedostatak koji se ¢esto uocava u studijama istrazivanja OSA-e. IzraCun bioloSke dobi
pomocu Glycan age-a u toj populaciji predstavlja potpuno novi pristup te je dodatno potvrdio
da bolesnici s OSA-om pokazuju ubrzane procese bioloSkog starenja. Nadalje, promjene
vrijednosti Glycan age-a nakon terapije CPAP-om mogu posluZziti ne samo kao objektivni
biomarkeri terapijskog uspjeha, ve¢ i kao koristan alat u klini¢koj praksi za motiviranje
bolesnika 1 poticanje pridrzavanja lijecenja. Na taj bi nacin ovi nalazi mogli pridonijeti
povecanju broja pacijenata koji se dugoro¢no pridrZavaju smjernica za primjenu terapije CPAP-

om.
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6. ZAKLJUCAK



Ovim doktorskim radom istraZeni su glikanski profili u plazmi i IgG-u u bolesnika s OSA-om
u usporedbi s kontrolnom skupinom te njihov odgovor na lije€enje. Rezultati su pokazali da
OSA-u obiljeZava izraZenija razgranatost glikana, pri ¢emu su promjene bile uocljivije u plazmi
nego na IgG-u. Analizom pojedinih glikanskih vrSaka utvrdene su znacajne razlike izmedu
sluc¢ajevaikontrola, s vis$im vrijednostima GP1, GP2 1 GP32 te nizim vrijednostima GP8, GP10,
GP18, GP24 1 GP28 u slu¢ajeva. Kod IgG glikana uocene su povisene vrijednosti P26 1 P27 te
smanjene vrijednosti P9, P14, P15 1 P18. Posebno se istaknuo triantenski, trisijalirani glikan
GP32 (A3G3S3), ¢iji je najveci udio u plazmi vezan uz al-kiselinski glikoprotein (AGP).
Izracun bioloske dobi (Glycan age) pokazao je da bolesnici s OSA-om u imaju biolosku dob
vecu za gotovo sedam godina od kronoloske, Sto ukazuje na ubrzano starenje povezano s
boles¢u; dodatno, nakon terapije CPAP-om u trajanju od Sest mjeseci vidljivo je smanjenje
bioloske dobi od gotovo 2,5 godine. Takoder je potvrdena velika raznolikost glikanskih profila,
Sto podupire pretpostavku da OSA odrazava razli¢ite metabolicke i patofizioloske puteve, a ne
da je posljedica jednog jedinstvenog mehanizma. Ovo objasnjava dosadasnje neuspjele
pokuSaje pronalaska jednog biomarkera za dijagnozu i pracenje tijeka bolesti. Buduca
istrazivanja trebala bi se temeljiti se na neovisnoj replikaciji, povecanju broja analiziranih
bolesnika te na dinami¢nom pracenju promjena glikanskih profila tijekom terapije u ¢eS¢im
vremenskim razmacima. Konacno, potrebno je detaljnije istraziti klinicku primjenjivost glikana
u personaliziranom pristupu bolesnicima. Vrijednost ovog rada lezi u naglasavanju glikana kao
potencijalnog dijagnostickog 1 prognostickog alata u OSA-i. Dobiveni rezultati nude novi
pogled na razumijevanje bolesti i otvaraju prostor za razvoj personalizirane medicine, pri ¢emu
bi glikanski profili mogli predstavljati vazan korak prema preciznijem dijagnosticiranju i

pracenju bolesnika.
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7. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Uvod: Opstrukcijska apneja tijekom spavanja (OSA) kroni¢ni je poremecaj koji zbog velike
ucestalosti 1 brojnih kardiovaskularnih, metabolickih i psihosocijalnih ¢imbenika predstavlja
velik znatno javnozdravstveni problem. Glavni cilj ove disertacije bio je analizirati glikanske
profile oboljelih od teskog oblika bolesti kako bi se istrazila uloga N-glikana kao biomarkera.

Metode: U istrazivanje je bilo ukljuceno 93 ispitanika u usporedbi slucajeva i kontrola, od
kojih su 54 praceni do Sest mjeseci nakon lijecenja kontinuiranim ili automatskim pozitivnim
tlakom (CPAP ili APAP). Glikani su odredivani pomocu tekuéinske kromatografije (HILIC-
UPLC) 1 kapilarne gel elektroforeze (xCGE-LIF).

Rezultati: Osnovna usporedba slucajeva i kontrola pokazala je statisticki znacajno vece
vrijednosti glikanskih vrSaka GP1, GP2 i GP32 te manje vrijednosti GP8, GP10, GP18, GP24
1 GP28. Analiza IgG glikana potvrdila je vece vrijednosti vrSaka P26 1 P27, uz manje
vrijednosti P9, P14, P15 1 P18. Bolesnicima s OSA-om zabiljezena je veéa bioloska dob u
odnosu na kronolosku, uz medijan Glycan age testa od 6,9 godina, ¢ime je potvrdena hipoteza
njihovog ubrzanog starenja. Nakon Sest mjeseci lijeCenja CPAP-om ili APAP-om zabiljeZeno
je statisticki znacajno smanjenje Glycan age procjene bioloske dobi, sa 64,4+20,1 na
62,0+19,4 godina, uz istodobno izrazit pad AHI vrijednost.

Zakljucak: Glikanski profili, posebice triantenarni 1 trisijalni glikan (GP32) 1 Glycan age
predstavljaju novu generaciju biomarkera koji bi pomogli u preciznijem bolesniku
usmjerenom pristupu s ciljem boljeg probira, dijagnostike i prac¢enja ucinkovitosti lijeCenja
opstrukcijske apneje tijekom spavanja.
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8. LAICKI SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU



Opstrukcijska apneja tijekom spavanja (OSA) uzrokuje kolaps diSnog puta tijekom spavanja,
Sto dovodi do hrkanja, fragmentiranog spavanja i niske razine kisika. Ta bolest je Cesta 1

povezana s bolestima poput poviSenoga arterijskog krvnog tlaka i sr¢anih bolesti.

Kako bismo mogli bolje razumjeli ovu bolest, u ovom radu su mjereni Seceri vezani na
bjelancevine u krvi, nazvani glikani, u 93 odrasle osobe s teskim oblikom OSA-e te u kontrolnoj
skupini bez OSA-e, a u 54 bolesnika su glikani mjereni i Sest mjeseci nakon pocetka lijecenja

uredajem za odrzavanje povecanog tlaka u diSnim putevima.

Bolesnici s OSA-om imali su razli¢it glikanski obrazac u usporedbi s kontrolama. Jedan signal,
triantenski, visoko sijalilirani glikan (GP32), bio je osobito poviSen u bolesnika s OSA-om.
Izracunali smo i Glycan age, procjenu bioloske dobi temeljenu na glikanskim obrascima. U
prosjeku su bolesnici s OSA-om bili bioloski oko 7 godina “stariji” od svoje kronoloSke dobi,
Sto podupire pretpostavku o ubrzanom starenju bolesnika. Vazno je da se nakon Sest mjeseci
redovite terapije CPAP-om Glycan age znacajno smanjio (uz istodobna poboljSanja u indeksu

apneja—hipopneja, standardnoj mjeri stupnja teZine bolesti).

To znaci da glikanski profili u krvi, osobito GP32 1 Glycan age pokazuju potencijal kao
jednostavni biomarkeri iz krvi za pomo¢ u dijagnostici OSA-e, procjeni rizika i pracenju
ucinkovitosti CPAP-a, $to moZe doprinijeti razvoju personalizirane skrbi za osobe s prekidima

disanja tijekom spavanja.
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Title: GLYCAN PROFILES IN PATIENTS WITH SEVERE FORM OF THE
OBSTRUCTIVE SLEEP APNEA

Background: Obstructive sleep apnea (OSA) is a chronic disorder that, due to the complexity
of its diagnosis, represents a significant public health burden. The main aim of this
dissertation was to analyse glycan profiles in patients with a severe form of the disease to
investigate the role of N-glycans as biomarkers.

Methods: The study included 93 participants in a case—control design, 54 of whom were
followed for up to six months after treatment with continuous positive airway pressure
(CPAP). Glycans were determined using hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC-UPLC) and capillary gel electrophoresis with laser-induced fluorescence (xCGE-
LIF).

Results: The primary case—control comparison showed significantly higher values of glycan
peaks GP1, GP2, and GP32, and lower values of GP8, GP10, GP18, GP24, and GP28.
Analysis of IgG glycans confirmed higher values of peaks P26 and P27, with lower values of
P9, P14, P15, and P18. Patients with OSA had a higher biological age relative to
chronological age, with a median Glycan age test difference of 6.9 years, supporting the
hypothesis of accelerated aging. After six months of treatment with CPAP or APAP, a
statistically significant decrease in Glycan age measure of biological age was observed, from
64.4 = 20.1 to 62.0 £ 19.4 years, accompanied by a marked reduction in AHI values.

Conclusions: Glycan profiles, particularly the triantennary and trisialylated glycan (GP32)
and Glycan age, represent a new generation of biomarkers that could contribute to a more
precise, patient-centered approach aimed at improving screening, diagnosis, and monitoring
of treatment efficacy in obstructive sleep apnea.
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10. LAICKI SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU



Obstructive sleep apnea (OSA) causes airway collapse during sleep, leading to snoring,
fragmented sleep, and low oxygen levels. This condition is common and associated with

diseases such as high blood pressure and heart disease.

To better understand this disease, blood sugars that are attached to proteins, glycans, were
measured in 93 adults with severe OSA and similar people without OSA, and followed up in

54 patients for up to six months after starting CPAP.

Patients with OSA showed a different glycan pattern compared to controls. One signal, a tri-
branched, highly sialylated glycan (called GP32), was especially higher in OSA. We also
calculated a Glycan age, an estimate of biological age based on glycan patterns. On average,
patients with OSA appeared about 7 years biologically older than their actual age, supporting
the idea that OSA is linked with accelerated aging. Importantly, after six months of regular
CPAP use, patients’ Glycan age dropped significantly (alongside improvements in their apnea—

hypopnea index, a standard measure of OSA severity).

This means that blood glycan profiles, particularly GP32 and the Glycan age score, show
promise as simple blood-based biomarkers to help diagnose OSA, gauge risk, and monitor
whether CPAP is working, contributing towards the development of personalized care for

people with sleep apnea.
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