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1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. Akutne respiratorne infekcije

Akutne respiratorne infekcije, ukljucujuéi 1 influencu, najcesée su infektivne bolesti u opcoj
populaciji (1,2). Svaka odrasla osoba u prosjeku oboli 2 — 4 puta godis$nje od nekog oblika
infektivne bolesti disnog sustava (3). Infektivne bolesti disSnog sustava ujedno su i najcesci
razlog posjete ordinacijama obiteljske medicine i primarne zdravstvene zastite, a na njihovo se
lijeCenje potrosi vise od 40% ukupno propisanih antimikrobnih lijekova (4,5). Iako se ve¢ina
infekcija diSnog sustava lako i uspjesno lijeci, influenca i pneumonija, kao i druge infekcije
donjeg disnog sustava nalaze se na visokom ¢etvrtom mjestu vodecih uzroka smrti u svijetu s

vise od 2,7 milijuna smrtnih slucajeva tijekom 2013. godine (6).

U vecine bolesnika dijagnoza bolesti postavlja se na osnovi klinicke slike (anamneza, klinicki
pregled) i radiolosSke potvrde, na temelju ¢ega svrstavamo bolesnika u jedan od klinickih
entiteta odnosno sindroma. Klini¢arima problem predstavlja to §to se etioloSka dijagnoza
infekcija diSnog sustava teSko postavlja, osobito pri prvom susretu s bolesnikom, pa se pocetno
lijeCenje temelji na sindromskom pristupu i empirijskoj antimikrobnoj terapiji (7). No, za to je
vazno ¢im pouzdanije procijeniti radi li se o virusnoj infekciji, npr. influenci ili o bakterijskoj
infekceiji npr. bakterijskoj pneumoniji s obzirom na razli¢iti terapijski pristup (8,9). Ponekad se
radi 1 o mijeSanim polimikrobnim infekcijama kada je joS$ teze procijeniti koji od patogena ima

vazniju ulogu u patogenezi bolesti te koji oblik lijeCenja primijeniti (10,11).

Usprkos brojnim trenutno dostupnim mikrobioloskim dijagnostickim metodama, svaka od ovih
metoda ima svoja ograniCenja: hemokulture su rijetko pozitivne i jako podlozne utjecaju
prethodno primijenjene antibiotske terapije; kultura sputuma je nepouzdana; test na antigen iz
urina ima dobru osjetljivost, ali je trenutno dostupan samo za Streptococcus pneumoniae i
Legionella pneumophila; molekularne metode detekcije, npr. lan¢ana reakcija polimeraze
(engl. polymerase chain reaction, PCR) pomazu u brzoj dijagnostici virusnih i nekih atipi¢nih
uzro¢nika, npr. Mycoplasma pneumoniae, ali zahtijevaju dodatnu evaluaciju u procjeni

specifi¢nosti i osjetljivosti te nizu cijenu (8,12—20).

Laboratorijska obrada (hematoloska, biokemijska) pomaze u procjeni intenziteta upalnog
odgovora i tezine bolesti, a dijelom 1 u procjeni etiologije bolesti (klini¢ko razlikovanje virusne
od bakterijske infekcije) (8,21). U vecini slucajeva, osobito ambulantne obrade bolesnika, ova

obrada je dostatna za procjenu vrste i oblika lijecenja (8,20,22).



Od upalnih biomarkera najvecu prakticnu vaznost u procjeni intenziteta upalnog odgovora,
tezine bolesti, a dijelom i etiologije, imaju C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein, CRP)
i prokalcitonin (engl. procalcitonin, PCT). Oni se koriste u razlikovanju bakterijskih od virusnih
infekcija — razlikovanju bakterijske od virusne pneumonije i drugih bolesti pluc¢a, razlikovanju
bakterijemijske od nebakterijemijske pneumonije, postavljanju indikacije za primjenu
antibiotika, te u donosenju odluke o prekidu antimikrobne terapije (21,23-25). No u slucaju
tezih oblika influence, poglavito kada se radi o bolesnicima s teZzim oblicima bolesti i
komplikacijama, i ovi biomarkeri mogu biti poviSeni (26). Stoga postoji potreba za
translacijskim studijama kako bi se razvili novi protokoli lijecenja ili novi biomarkeri s ciljem

poboljsanja ishoda (27).

1.2. Influenca

Influenca, odnosno gripa, je akutna infektivna bolest disnog sustava uzrokovana virusima
influence (28). Cesta je bolest disnog sustava, a epidemije i pandemije povezane s gripom
javljaju se diljem svijeta. Sama bolest i uzro¢nik dobro su prouceni, no usprkos medicinskom i
ekonomskom napretku i dalje se povezuje s visokom stopom hospitalizacije, morbiditeta i
mortaliteta (29-31). Svake godine u 5 — 20% ukupnog stanovni$tva svijeta pojavi se
simptomatski oblik influence, a u oko 3 milijuna bolesnika godi$nje prisutan je tezak oblik

bolesti te oko 300 do 500 tisuca slucajeva godiSnje zavrSava smrtnim ishodom (30-33).

Virusi influence pripadaju porodici Orthomyxoviridae. Strukturu virusne Cestice karakterizira
jednolancana ribonukleinska kiselina (RNK, engl. ribonucleic acid, RNA) obavijena lipidnom
ovojnicom koja na svojoj povrSini sadrzi vazne glikoproteine — hemaglutinin (engl.
hemagglutinin, HA) i neuraminidazu (engl. neuraminidase, NA) (34). HA i NA vazni su
glikoproteini u patogenezi infekcije virusom influence te sudjeluju u aktivaciji i ciljno su mjesto
djelovanja humoralnog imunosnog odgovora domacina (35-38). HA se veze za sijalinsku
Kiselinu tj. sijalosaharidne receptore na stanici domacina $to olakSava vezanje i ulazak virusa u
stanicu domacina (35,36,39). S druge strane, NA omogucava oslobadanje viriona iz stanice
domacina tako Sto uklanja sijalinsku kiselinu s receptora na stanici domacina i time omogucéava

daljnje Sirenje infekcije (40-42).

Klini¢ki, influenca se najceS¢e manifestira opéim simptomima, kao $to su glavobolja, umor,
malaksalost, mijalgija, vruéica, zimica i/ili tresavica, a nakon dan-dva javlju se i respiratorni

simptomi — kasalj i grlobolja (29). Dominacija opéih simptoma razlikuje influencu od drugih



virusnih infekcija gornjih disnih puteva (29). Za postavljanje definitivne dijagnoze influence
moramo uzeti u obzir kako klini¢ku sliku, ali i epidemioloske podatke te nalaze viroloskih
pretraga (29). U novije vrijeme Koriste se testovi direktnog otkrivanja nukleinske kiseline virusa
influence, kao $to je lan¢ana reakcija polimerazom uz prethodnu reverznu transkripciju (engl.
reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) koja se uz kulturu virusa smatra

zlatnim standardom laboratorijske potvrde influence (29,43,44).

Uz prepoznavanje i postavljanje ispravne dijagnoze influence, veliku vaznost u pristupu
bolesniku ima procjena tezine bolesti (33). Spektar klinicke prezentacije influence je Sirok. Od
samolimitirajué¢e bolesti gornjih di$nih puteva (rinosinuitisa) do teSke pneumonije (45,46).
Pneumonija uzrokovana virusom influence tzv. primarna virusna pneumonija glavni je razlog

hospitalizacije oboljelih od influence te je glavni razlog visoke smrtnosti (47-49).

Infekcija virusom influence zapocinje primarno na razini respiratornog epitela (28). Nakon §to
virus ude u stanicu, bude prepoznat od strane endosomalnih receptora ¢ija grada sli¢i proteinu
Toll tzv. receptori nalik na Toll (engl. Toll-like receptors, TLRs) (50,51). Prepoznavanje
komponenti virusa odnosno molekularnih obrazaca patogenih mikroorganizama (engl.
pathogen-associated molecular patterns, PAMP) kao S§to je primjerice jednolanéana RNK
(engl. single stranded RNA, ssRNA), od strane TLR, poti¢e aktivaciju signalnog puta koji
rezultira ekspresijom genskih produkata koji kontroliraju odgovor urodene imunosti i dalje
usmjeravaju razvoj antigen-specifiénog steéenog imunosnog odgovora (50-52). TLR
mehanizmi prepoznavanja virusa potaknut ¢e stvaranje proupalnih citokina te interferona (IFN)
tipa I tj. interferona alfa (IFN-a) i interferona beta (IFN-B) ¢iji je najvazniji zadatak koc¢enje
virusne replikacije, te imunostimulatorna aktivnost — primjerice aktivacija prirodnoubilackih

stanica (NK stanice, engl. natural killer cells, NK cells) (50-56).

Aktivacija dendriti¢nih stanica (engl. dendritic cells, DC), i to ponajprije plazmocitoidnih DC
putem receptora TLR predstavlja kritican korak u razvoju antigen-specifi¢ne steGene imunosti
na viruse, ¢ine¢i sponu izmedu urodene i steCene imunosti (52,57). Nakon prepoznavanja
dijelova virusa od strane endosomalnih TLR, dolazi do aktivacije i sazrijevanja stanica DC (56).
Na povrsini DC povecava se izrazenost molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl.
major histocompatibility complex, MHC) i kostimulacijskih molekula te proizvodnja citokina
— ponajprije ¢imbenika tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor alfa, TNF-a) i IFN-
atip I (56). Istovremeno DC prezentiraju dijelove proteina virusa na svojoj povrSini uz pomo¢

molekula MHC skupine Il (engl. major histocompatibility complex class I, MHC-11) (56,58).



Tako predoc¢ene peptide prepoznaju naivni CD4" (stani¢ni diferencijacijski antigen 4, engl.
cluster of differentiation 4) pomagacki limfociti T putem povrSinskog receptora, tzv. T-
stani¢nog receptora (engl. T cell receptor, TCR), $to rezultira njihovom aktivacijom |
diferencijacijom (56,59,60). Aktivirane CD4" stanice T tada pocinju izrazavati ligand za
molekulu CD40 (engl. cluster of differentiation 40 ligand, CD40L), luc¢e interferon gama (IFN-
v), interleukin-4 (IL-4), interleukin-21 (IL-21) te ulaze u medudjelovanje s ve¢ aktiviranim
limfocitima B (59,60). Naime, istovremeno limfociti B putem povrs§inskog imunoglobulina na
limfocitima B (B-stani¢ni receptor, engl. B cell receptor, BCR) prepoznaju nepreradene
antigene virusa, a potom peptide nastale razgradnjom bjelancevina virusa predo¢uju, takoder u
sklopu molekula MHC-II, ve¢ aktiviranim pomagackim stanicama T (59-62). Krajnji rezultat
ovog medudjelovanja je diferencijacija limfocita B u plazma stanice koje luce antigen-
specifi¢éna protutijela i prekapéanje razreda (engl. class switch) imunoglobulina iz
imunoglobulina M (IgM) u imunoglobulin G (IgG) i imunoglobulin A (1gA) (59,62). Upravo
najucinkovitija protutijela u neutralizaciji virusa su protutijela visokog afiniteta nastala u T-

ovisnom odgovoru u zametnim sredistima (60,62).

Tijekom virusne infekcije ponajprije dolazi do stvaranja 1gG protutijela podrazreda 1gG1 i
1gG3, a 1gG3 pojavljuje se prvi tijekom zaraze (63). Tijekom prirodne infekcije virusom
influence, za virus-specificne plazma-stanice mogu se ve¢ otkriti 7 — 10 dana nakon nastupa
simptoma (38,64-66). Jedan od bitnih mehanizama kojim stvorena protutijela sudjeluju u
obrani od infekcije virusnom influence jest neutralizacija slobodnih infektivnih ¢estica (viriona)
¢ime se sprjecava daljnje Sirenje infekcije (64,67). S druge strane, u borbi protiv veé virusom
zarazenih stanica vaznu ulogu ima stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima (engl.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC) posredovana prirodnoubilackim
stanicama (NK stanice, engl. natural killer cells, NK cells) (38,66,68,69). Kao glavni izvrSioci
ADCC invivo tijekom infekcije virusom influence, uz monocite, limfocite i neutrofile, smatraju
se NK stanice (38). Vezanjem specificnih protutijela na antigen virusa koji je izlozen na
povrsini stanice domacina, stanica biva obiljezena. Stanice NK na svojoj povrSini imaju
receptore za ulomak Fc (engl. fragment crystallizable region, Fc region) protutijela, tzv. Fc-
receptore (engl. Fc receptors, FCR) putem kojih prepoznaju virusom zaraZene i protutijelima
obiljezene stanice (70-73). Najbolje prou¢en FCR na ljudskim NK stanicama jest FCR za
imunoglobulin G (engl. Fc gamma receptor, FcyR) tip I11a (FcyRII1a), ¢ija je uloga u pokretanju
ADCC dobro poznata (70-74) Vezanjem stanice NK preko FcyRIIIA za ulomak Fc

imunoglobulina G, koji je vezan za virusni antigen na povrsini zarazene stanice, dolazi do



aktivacije stanice NK koja pritom oslobada citotoksi¢ne granule §to dovodi do smrti virusom
zarazene stanice (38,70,71,73). Istovremeno, NK stanice luce protuvirusne citokine — IFN-y i
TNF-a, te kemokine — MIP-1a (upalni protein makrofaga 1a, engl. macrophage inflammatory
protein — 1 alpha) i MIP-1b (upalni protein makrofaga 1b, engl. macrophage inflammatory

protein — 1 beta) stvarajuci nepovoljne uvjete za umnozavanje virusa (75,76).

Vaznost ADCC prepoznata je i u zaStiti te patogenezi infekcije virusom influence
(38,66,77,78). No dok pojedine studije upucuju na zastitni ucinak protutijela koja trigeriraju
ADCC, druge studije navode dvoznacne rezultate ili ¢ak zakljucuju suprotno tj. kako je moguce
da ADCC pokrene pretjerani tj. patoloski imunosni odgovor i dovede do ostecenja zdravog
tkiva (66,79-85).

1.3. Bakterijska pneumonija

Bakterijska pneumonija je upala pluénog parenhima uzrokovana bakterijama (86,87). Makar i
dalje ostaje kontroverzno pitanje da li je donji dio respiratornog trakta sterilan, ono $to je
sigurno je da invazija plu¢nog epitela i parenhima bakterijama, na razini alveola, dovodi do
upale i posljedi¢énog ostecenja parenhima pluca $to se klini¢ki manifestira znakovima i
simptomima upale pluca (10,88). Bakterijska pneumonija je znacajan uzrok smrtnosti diljem
svijeta, a prema podatcima iz 2016. godine, u viSe od 50% smrtnih slu¢ajeva infekcije donjeg

disnog sustava, uzro¢nik je bila bakterija (89).

Prema mjestu nastanka, pneumonije dijelimo na pneumonije iz opce populacije (engl.
community acquired pneumonia, CAP) i bolnicke pneumonije (engl. hospital acquired
pneumonia, HAP) (10,87).

Pneumonija iz opée populacije je akutna upala tj. infekcija plu¢nog parenhima stecena izvan
bolnice (87). Uzrokovana je mikroorganizmima u domicilnim uvjetima u imunokompetentnih
bakterijske pneumonije iz opc¢e populacije (engl. community-acquired bacterial pneumonia,
CABP) u svijetu je Streptococcus pneumoniae (17,20,90,91). Ostali uzro¢nici koji doprinose
etiologiji bakterijske pneumonije su Haemophilus influenze, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa itd. (20). Usprkos tomu $to su danas dostupne
mnogobrojne mikrobioloske pretrage, svaka od njih ima svoja ograniCenja, stoga postavljanje
etioloSke dijagnoze CAP-a predstavlja sloZen i kriti¢ki procjenjivan proces (14,15). Metodama

klasi¢ne mikrobiologije, uzro¢nik pneumonije ne uspije se dokazati u ¢ak 30—70% bolesnika,
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no uz istovremenu primjenu molekularnih dijagnostickih metoda taj se postotak moze znacajno
smanjiti (90,92-97).

Dijagnozu CAP-a postavlja se na temelju anamneze i klinickog pregleda te laboratorijske
obrade, a postavljenu radnu dijagnozu potrebno je potvrditi rendgenskom slikom pluca (8). Za
dijagnozu pneumonije je karakteristiCan anamnesti¢ki podatak o novonastalom kaslju koji je
pracen barem joS jednim od sljede¢ih simptoma, odnosno znakova: povisena tjelesna
temperatura, dispneja (zaduha) i/ili tahipneja (ubrzana frekvencija disanja), bol u prsistu te

auskultacijski nalaz plu¢a karakteriziran krepitacijama (8,98).

U laboratorijskim nalazima vidi se znacajan porast upalnih parametara (99). Laboratorijska
obrada nam pomaze u procjeni intenziteta upalnog odgovora i tezine bolesti, a dijelom i u
procjeni etiologije (99-101). Preporuca se odrediti kompletnu krvnu sliku, razinu C-reaktivnog
proteina, glukoze u krvi, elektrolita, ureje, kreatinina te aminotransferaza (8). Za bakterijsku
pneumoniju karakteristi¢an je nalaz leukocitoze s neutroflijom, ¢es¢e skretanje u lijevo, ubrzana
sedimentacija eritrocita (SE, engl. erythrocyte sedimentation rate, ESR), izrazito povisen CRP
i PCT te normalne vrijednosti aminotransferaza (99,101-103). Biomarkeri koji se najcesce
koriste u klinickoj praksi za dijagnostiku pneumonije iz opce populacije, razlikovanje
bakterijemijske od nebakterijemijske pneumonije te dijelom procjenu tezine i etiologije bolesti
te za donoSenje odluke o prekidu antimikrobne terapije su CRP te PCT (25,99). U tipi¢noj
bakterijskoj pneumoniji vrijednosti PCT-a i CRP-a su znacajno viSe U odnosu na atipi¢nu

bakterijsku pneumoniju i virusom uzrokovanu pneumoniju (99).

Klinicka prezentacija CAP-a varira od blage pneumonije karakterizirane vruc¢icom i
produktivnim kasljem do teSke pneumonije karakterizirane respiratornim distresom 1 sepsom
(20,91). Procjena tezine bolesti i procjena stupnja ugrozenosti bolesnika s CAP-om odreduje se
na temelju dobi, spola, rizicnih ¢imbenika te na temelju klinicke prezentacije pneumonije, a s
ciljem donosenja odluke o adekvatnom nacinu i mjestu lijecenja - ambulantno ili u bolnici
(bolnicki odjel ili Jedinica intenzivnog lijeCenja [JIL]). Za procjenu tezine bolesti i predikciju
30-dnevnog mortaliteta CAP-a najée$¢e se ravnopravno Koriste slijede¢a dva sustava za
procjenu tezine bolesti: PSI/PORT sustav (PSI, od engl. Pneumonia Severity Index odnosno
PORT, od engl. Patient Outcome Research Team) i CURB-65 sustav (104-106). PSI/PORT
sustav je sustav za procjenu tezine i stupnja ugrozenosti bolesnika koji se temelji na bodovanju
dvadeset poznatih ¢imbenika rizika za CAP. Svaki ¢imbenik rizika vrijedi odredeni broj

bodova, te se na temelju ukupnog zbroja bodova bolesnici svrstavaju u jednu od pet rizicnih



skupina s preporukom o potrebi za hospitalizacijom (104). CURB-65 sustav takoder na temelju
poznatih ¢imbenika rizika (smetenost, razina ureje, respiratorna frekvencija, arterijski krvni
tlak, dob) procjenjuje potrebu za hospitalizacijom (106). No, vazno je imati na umu, kako
odluka o tome da li je potrebna ili ne hospitalizacija bolesnika, ipak mora biti donesena
individualno, uzimajuc¢i u obzir kako dijagnosti¢cke nejasnoce, komorbiditete, moguénost

uzimanja terapije na usta tako i organizaciju medicinske skrbi i socijalne uvjete bolesnika (8).

Imunosni odgovor domacina ima najvazniju ulogu u patogenezi infekcije 1 ishodu. Ukoliko je
0vaj sustav naru$en, biti ¢e olakSan prodor patogena u organizam domacina, a o efikasnosti
ovog sustava ovisit ¢e i tezina klini¢ke slike kao i ishod bolesti (107). Imunosni odgovor na
bakterijsku infekciju donjeg respiratornog trakta obuhvaca i urodenu i ste¢enu imunost (10).
Jednom kada se nade u donjem respiratornom traktu, bakterija se mora vezati za receptore na
respiratornom epitelu kako bi uspostavila infekciju. Bakterije pomo¢u molekula PAMP
aktiviraju receptore TLR koji se nalaze na stani¢nim membranama i u endosomima stanica
domacina. Veéina vrsta TLRS (TLR1 — 6, 9) moZe se naci na repiratornom epitelu i upravo
putem ovih receptora epitel pluénog parenhima zapocinje signalnu kaskadu aktivacije odgovora
urodene imunosti na prisutnost patogene bakterije (10). Tako klju¢nu ulogu u odgovoru
domac¢ina na ekstracelularne (Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus) bakterije imaju TLR2 i TLR4, smjesteni na stani¢énoj membrani, koji
omogucavaju prepoznavanje petidoglikana, lipoproteina i lipopolisaharida bakterija $to
rezultira oslobadanjem proupalnih citokina kao Sto su TNF-a, interleukin-1p (IL-1B) te
interleukin-6 (IL-6) (10,108). Osim TLR, poznata je i uloga citoplazmatskih receptora koje
nazivamo receptori sliéni NOD-u (receptori sliéni proteinu koji sadrzava domenu za
oligomerizaciju nukleotida, engl. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors
odnosno NOD-like receptors, NLRS) u odgovoru respiratornog epitela na invaziju patogenim
bakterijama (10). Tako primjerice aktivacija NOD2-receptora peptidoglikanom pneumokoka
rezultira proizvodnjom kemokina CCL2 (kemokin ligand 2, engl. C-C motif chemokine ligand
2, CCL2), koji regrutira makrofage, neutrofile, stanice DC i druge stanice urodene imunosti na

mjesto infekcije pojac¢avajuci upalu (109,110).

Regrutirane DC i makrofagi mogu putem membranskog receptora kao $to je receptor DC-SIGN
(lektinski receptor tipa C pridruzen dendritiénim stanicama, engl. Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin, DC-SIGN), vezati kapsularni
polisaharid pneumokoka te fizicki prenjeti antigen, u nepreradenom obliku u regionalne limfne

¢vorove odnosno do folikularnih dendriti¢nih stanica (engl. follicular dendritic cell, FDC) i B
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limfocita djelujuéi kao spona izmedu urodene i ste¢ene imunosti (58,111-114). Naivni limfociti
B mogu zatim, putem svojih povrsinskih imunoglobulinskih receptora BCR, prepoznati tako
nepreradene antigene prezentirane od strane antigen predo¢nih stanica (engl. antigen presenting
cell, APC) kao i antigene na povrsini mikroorganizma te topljive, slobodne antigene (nevezane
za stanice) pristigle aferentnim limfnim zilama do regionalnih limfnih ¢vorova (58,61,114,115).
Mnogi polisaharidi bakterijske stijenke su tipi¢ni antigeni neovisni o timusu, $to zna¢i da mogu
potaknuti proliferaciju i diferencijaciju B stanica u plazma stanice neovisno o pomagackim
stanicama T (58,116). Takoder i urodeni i steCeni odgovor domacina na infekciju sa
Streptococcus pneumoniae ovisan je i 0 aktivaciji komplementskog sustava (117,118). Klasi¢ni
put aktivacije komplementskog sustava, osim steCenim antigen-specifi¢nim protutijelima, moze
biti aktiviran prepoznavanjem antigena Streptococcus pneumoniae molekulom CRP-a,
bjelanéevinom C1lq komplementa, receptorom DC-SIGN ili ve¢ prisutnim molekulama IgM
(117). Takoder vezanjem ugljikohidrata na povrsini bakterije za lektin koji veze manozu (engl.
mannose-binding lectin, MBL) i/ili za fikoline moze do¢i do aktivacije komplementa
lektinskim putem (119-121). Navedene bjelan¢evine komplementskog sustava se zatim vezu
za receptore za komplement na limfocitima B i time dodatno pospjesuju aktivaciju i
diferencijaciju naivnih limfocita B prethodno ve¢ potaknutu vezanjem nepreradenog antigena
za BCR (122-124). Na povrsini naivnih stanica B nalaze se i TLRS te je aktivacija stanica B,
antigenima neovisnim o timusu, moguca i putem aktivacije TLRS molekularnim obrascima
patogenih mikroorganizama (125). S druge strane bjelandevinski antigeni izvanstani¢nih
bakterija (antigeni ovisni o timusu), prezentirani u sklopu molekula MHC-II na membrani
stanica DC aktiviraju CD4" pomagacke limfocite T (126). Limfociti T potom ulaze u
medudjelovanje s, ve¢ antigenom aktiviranim, stanicama B koje takoder na svojoj povrsini u
sklopu molekula MHC-II prezentiraju peptide preradenog bjelancevinskog antigena patogena
limfocitima T (62). Rezultat medudjelovanja aktiviranih limfocita T i B je diferencijacija
stanica B u plazma stanice, lu¢enje antigen-specifi¢nih protutijela pojacanog afiniteta (engl.
affinity maturation) za vezanje antigena i prekapcanje razreda imunoglobulina (62). Vidimo da
je diferencijacija stanica B u plazma stanice posljedica sinergije brojnih signala koji potjecu
kako od receptora BCR, CD40, TLR te citokinskih receptora i receptora za komplement.
Takoder, aktivacija i diferencijacija naivnih stanica B moze biti modulirana i djelovanjem
citokina BAFF (¢imbenik aktivacije stanica B, engl. B-cell activating factor, BAFF) i APRIL

(ligand koji inducira proliferaciju B stanica, engl. a proliferation-inducing ligand, APRIL) koje



lu¢e stanice pluénog epitela (10). U ljudi dominantni razred protutijela kojeg potice
pneumokokni kapsularni polisaharid jest 19G2 (127).

Humoralna imunost ima vaznu ulogu u obrani organizma od bakterijske pneumonije (128).
Naime, imunosni odgovor domacéina na Streptococcus pneumoniae, kao 1 na druge
izvanstani¢ne bakterije, ponajprije je ovisan o fagocitozi polimorfonuklearnim leukocitima i
alveolarnim makrofagima, $to znaci da je jednako tako ovisan o opsonizaciji izvanstani¢ne
bakterije molekulama protutijela (ponajprije molekulama 1gG) i bjelancevinama
komplementskog sustava (117,129-131). Protutijela i bjelancevine komplementskog sustava
pomazu neutralizirati bakteriju i ujedno je oznacavaju kako bi ju mogle unistiti druge stanice
imunosnog sustava (117,132-134). Tijekom infekcije izvanstaniénim bakterijama, specifi¢ni
1gG veZe se za bakteriju te moze aktivirati komplement klasicnim putem i na taj nac¢in zapoceti
proces opsonizacije (135). Rezultat aktivacije komplementskog sustava je nastajanje ulomaka
C3b 1 iC3b koji se kovalentno vezu na povrSinu bakterije Streptococcus pneumoniae, sto
zajedno s vezanim molekulama 1gG usmjerava eliminaciju bakterije fagocitima (makrofagima
i neutrofilima) (117,133-135). Naime fagociti na svojoj povrsini imaju receptore za ulomak Fc
imunoglobulina G (FcyR) kao i receptore za ulomke C3b, iC3b i C3d komplementa (receptor
za komplement, engl. complement receptor, CR) (133,134,136). Tako aktivirani fagociti
prozdiru i unistavaju bakteriju te pritom oslobadaju proupalne citokine — TNF-a, IL-1p, IL-6, i
MMP-9 (matriks metalopeptidaza 9, engl. matrix metallopeptidase 9, MMP-9) §to poti¢e daljnji
dolazak leukocita na mjesto zaraze i pojacava postojec¢u upalu (137). Zanimljivo je za istaknuti
kako bakterija Streptococcus pneumoniae nije podlozna razaranju membranskim kompleksom
koji napada membranu (engl. membrane attack complex, MAC), nastalim aktivacijom

komplementa (138).

Osim vazne uloge koju ima imunosni odgovor u obrani domacina od patogena, treba takoder
imati na umu da ponekad humoralni imunosni odgovor moze imati i $tetne posljedice, dovodeci
do pretjerane upale i oStecenja tkiva, Sto se moze vidjeti na primjeru pojedinih slucajeva teske

bakterijske pneumonije (139).

1.4. Glikani i glikozilacija

Stolje¢ima su ljudi vjerovali da su Seceri (saharidi) vazni samo kao izvor energije . Napretkom
u mnogim znanstvenim disciplinama otkrivene su nove funkcije $ecera u ljudskom organizmu.

Tako danas znamo da osim $to molekule Secera sluze kao izvor energije, takoder one su



neophodan dio brojnih molekula u ljudskom organizmu, kao $to su nukleinske kiseline, enzimi

I njihovi kofaktori te drugih vaznih molekula (140).

Sve stanice 1 brojne makromolekule u prirodi sadrze Siroku lepezu kovalentno vezanih-Sec¢ernih
lanaca (oligosaharida) koji se jednim imenom nazivaju glikani (140,141). Uz nukleinske
kiseline, proteine i lipide, glikani su jedna od Cetiri esencijalne bioloske makromolekule, a
posljednih godina sve se veca paznja posvecuje upravo glikanima (140,142). Glikani sudjeluju
u razlicitim fizioloSkim 1 patoloskim procesima, medumolekularnim 1 medustani¢nim
interakcijama, utjeCu na stani¢ni ciklus, stani¢nu diferencijaciju i apoptozu, interakciju
domacina i patogena te upalne procese (140,143-145). Vaznost glikana i vaznost pravilnog
odvijanja procesa glikozilacije moguce je prepoznati i kroz prizmu nasljednih poremecaja

glikozilacije (140,146).

Glikani se sastoje od monosaharidnih jedinica medusobno povezanih glikozidnom vezom (a-
ili B-vezom) a mogu imati linearnu ili razgranatu strukturu (140). Strukturna varijabilnost
glikana je velika te se procjenjuje da postoji preko 5000 razlic¢itih glikanskih oblika (147).
Svaka monosaharidna jedinica moze teorijski biti vezana a- ili B-vezom na bilo koju od
nekoliko pozicija na drugoj monosaharidnoj jedinici u lancu ili na drugi tip molekule. Stoga
dok kombinacijom tri nukleotida ili tri aminokiseline moZze nastati svega Sest razli€itih trimera,
kombiniranjem tri razli¢ite heksoze moZe teorijski nastati od 1056 do 27 648 jedinstvenih
trisaharida. Ova razlika u potencijalnoj kompleksnosti postaje joS izrazenija kako broj
monosaharida otkrivenih u prirodnim glikanima postaje veéi (trenutno se broji u stotinama). Na
sre¢u, bioloske makromolekule koje se prirodno pojavljuju u danoj vrsti teZe sadrzavati
relativno samo nekoliko tipova monosaharidnih jedinica i to u ograni¢enom broju kombinacija

(140).

Kovalentnim vezanjem jedne ili viSe monosaharidnih ili oligosaharidnih jedinica s
neugljikohidrantnim dijelom (ponajprije lipidima i proteinima) nastaju glikokonjugati
(148,149). S obzirom na vrstu neugljikohidratnog dijela razlikujemo nekoliko tipova
glikokonjugata: glikani vezani na lipide (glikolipidi, lipopolisaharidi), glikani vezani na
aminokiseline (peptidoglikani), glikani vezani na proteine (glikoproteini, glikopeptidi), te

glikani vezani na druge male molekule (glikozidi) (140,148-151).

Glikoproteini su primjer glikokonjugata kod kojih je jedan ili vise glikana kovalentno vezano
za polipeptidnu osnovu (150). Oni mogu biti prisutni unutar jezgre, unutar citoplazme, biti

vezani na membranu stanice ili pak biti izlu¢eni u okolinu stanice (140). Takoder, glikoproteini
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su bitni za medustani¢no prepoznavanje, signalizaciju i medudjelovanje te su nuzni za pravilno
funkcioniranje kako brojnih makromolekula, tako i pojedinih stanica i ¢itavog organizma u
cjelini (140,152). Glikani vezani na proteine prije svega znacajno utjeCu na samu strukturu
glikoproteina, odnosno na njegovo pravilno smatanje a time i na funkciju samog glikoproteina
(153,154).

Glikozilacija oznacava proces vezanja glikana na proteine (140). Potrebno je razlikovati pojam
glikacije od pojma glikozilacije. Glikacija oznacava proces ne-enzimatskog vezanja Secera na
proteine ili lipide (odnosno ne-enzimatska reakcija slobodnih reducirajuéih Secera sa slobodnim
amino skupinama proteina, DNA i lipida) rezultirajuc¢i nastankom zavr$nih proizvoda napredne
glikacije (engl. advanced glycation end products, AGESs), a odgovorna je za mnoge mikro- i
makrovaskularne komplikacije Secerne bolesti te je ukljucena i u neke druge bolesti i sam
proces starenja (155). S druge strane glikozilacija oznacava sloZen biokemijski proces vezanja
glikana na proteine koji ukljuCuje brojne specificne enzime, a nuzan je za normalno

funkcioniranje organizma (140). Smatra se da je 50-70% ljudskih proteina glikozilirano §to

vvvvv

Postoji vise na¢ina na koje se glikani mogu vezati na proteine, a najéeséi nacin vezanja glikana
na proteine je ili preko amidnog duSikovog atoma na bo¢nom lancu asparagina (Asn) (N-
glikozilacija tj. N-vezani glikani) ili preko kisikovog atoma na bo¢nom lancu serina (Ser) ili
treonina (Thr) (O-glikozilacija tj. O-vezani glikani) (140,156). Medutim da bi vezanje glikana
za Asn bilo moguce, nije dovoljna samo prisutnost aminokiseline Asn, ve¢ se ista mora nalaziti
u to¢no definiranom slijedu aminokiselina: asparagin-X-serin ili asparagin-X-treonin (gdje X
predstavlja bilo koju aminokiselinu osim prolina). No s druge strane,prisutnost navedenog
definiranog slijeda aminokiselina ne znaci nuzno i prisutnost glikana (140,156). Navedeni O- i
N-vezani glikani u ¢ovjeka nastaju kombinacijom nekih od devet monosaharidnih jedinica

(157).

Kod eukariota svi N-vezani glikani se vezu na Asn preko monosaharida N-acetilglukozamina
(GIcNAC), te svi imaju jednak srzni dio strukture koji se sastoji od tri manoze (Man) i dva
GIcNAC (158). Na srznu strukturu se zatim mogu vezati ostali monosaharidi, a ovisno o vrsti

vezanih monosaharida i nacinu grananja, dijelimo N-glikane na:

o kompleksne tj. slozene glikane (srzna struktura ima jednu ili viSe “antena” koje
zapocinju vezanjem GlcNAc-a na jednu od krajnjih manoza srzne strukture),

e oligomanozne (na srznu strukturu se dalje veZzu samo manoze),
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e hibridne glikane (koji su strukturom kombinacija kompleksnih i oligomanoznih
glikana) (140).

Proteini svoj put nastanka zapoCinju na ribosomima, a zatim se translociraju u lumen
endoplazmatskog retikuluma (ER), kroz koji se probijaju do Golgijevog aparata (GA), da bi se
konacno iz trans-Golgijeve mreze distribuirali na razlicita ciljna odredista (u, na i izvan stanice).
Vezanje N-glikana za Asn proteina zapocinje na luminalnoj strani membrane ER-a za vrijeme
dok se proteinski dio jo$ sintetizira na ribosomima i prenosi kroz membranu ER-a. Ovaj N-
vezani glikan se dalje modificira unutar ER i GA djelovanjem specificnih glikozidaza i
glikoziltransferaza. Kompleks ER i GA je jedinstven za eukariotske stanice a sadrzi brojne

enzime ukljucene u proces glikozilacije (140,159).

Za razliku od sinteze proteina ili sinteze DNA koji se odvijaju prema to¢no odredenom kalupu
za sintezu, glikozilacija se ne odvija prema strogo definiranom kalupu vec¢ ovisi o zastupljenosti
i koli¢ini potrebnih enzima i $ec¢ernih prekursora (141,157,160). No svejedno glikani vezani na
proteine nastaju kao rezultat sloZenih i strogo reguliranih biokemijskih procesa koji ukljucuju
brojne specificne enzime. U regulaciji glikozilacije sudjeluju takozvani ,,glikoenzimi* (enzimi
vezani za glikozilaciju). U ljudi je dosada pronadeno oko 500 glikoenzima, od ¢ega 209
glikoziltransferaza, 76 glikozidaza, 114 enzima ukljuenith u metabolizam 1 transport
monosaharida, 54 enzima vezana uz sulfataciju i 31 enzim ukljuc¢en u regulaciju biosinteze
glikolipida i N-glikozilfosfatidil inozitol sidra (157). Budu¢i da ekspresija ovih enzima ovisi 0
fizioloSkom stanju stanice tj. pod utjecajem je brojnih signala koje stanica prima iz svoje
okoline, tako i sastav glikana glikoproteina koje stanica sintetizira ovisi o fizioloskom stanju
stanice u kojoj taj glikoprotein nastaje. Upravo zbog toga se tijekom bolesti sastav glikana

stanice moze izmijeniti.

1.5. Imunoglobulin G i glikozilacija imunoglobulina G

Imunoglobulin G je jedan od najzastupljenijih proteina odnosno glikoproteina u plazmi ¢ovjek
te je ujedno i primjer proteina ¢ija je funkcija regulirana glikozilacijom (161,162). Takoder,
najzastupljeniji je razred protutijela u plazmi covjeka, te igra vaznu ulogu u obrani domacina
od patogena (163-165). Prisutan je u serumu zdravih osoba u koncentraciji izmedu 6 do 15 g/L
te mu zivotni poluvijek iznosi 21 dan (63,166). Sintetizira se u plazma stanicama, te je vazan

dio stecenog odnosno humoralnog imunosnog odgovora (167).
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Molekula imunoglobulina G sastoji se od dva ulomka: ulomka Fab (engl. fragment, antigen-
binding, Fab) i ulomka Fc (engl. fragment, crystallizable, Fc) (63). Ulomak Fab je odgovoran
za prepoznavanje i vezanje antigena razli¢itih patogena, osobito virusa i bakterija, dok ulomak
Fc ima izvr$nu funkciju $to znaci da odreduje kako ¢e imunosni sustav, nakon vezanja ulomka
Fab za antigen, odgovoriti na prisutnost patogena. Upravo vezanjem ulomka Fc imunoglobulina
G sa specifiénim molekulama komplementskog sustava i Fc-receptorima na povrsini stanica
urodene imunosti, imunoglobulin G ostvaruje svoju izvr$nu funkciju, te odreduju daljnji tijek
imunosnog odgovora na prisutnog patogena, ¢ine¢i sponu izmedu antigen-specifi¢ne steCene

imunosti i snazne izvrs$ne funkcije urodene imunosti (38,70,73,74,84,162,168,169).

Nakon vezanja ulomka Fab imunoglobulina G za antigen, aktivacija komplementskog sustava
zapocinje vezanjem ulomka Fc imunoglobulina G za komponentu C1g komplementa (169—
171). Navedeno rezultira odlaganjem komponente C3b komplementa na povrsinu patogena ili
inficirane stanice, sto omoguéava fagocitozu, vezanjem ulomka C3b za vlastite receptore na
povrsini fagocita (neutrofila i makrofaga) (172,173). Vrhunac aktivacije komplementskog
sustava predstavlja tvorba MAC s§to dovodi do smrti stanice (170,172). S druge pak strane,
nakon vezanja ulomka Fab imunoglobulina G za antigen, ulomak Fc se moze vezati kako za
receptor za ulomak Fc imunoglobulina G (engl. Fc gamma receptor, FcyR) na fagocitima — sto
omogucava fagocitozu patogena (stani¢na fagocitoza ovisna o protutijelima, engl. antibody-
dependent cellular phagocytosis, ADCP), tako i za FcyR na NK stanicama (ponajprije
FcyRIIA) — §to aktivira ADCC i dovodi do smrti zarazene stanice (63,70,84,174,175).

Do sada su opisana dva tipa receptora za ulomak Fc imunoglobulina G. Fc-receptori tipa I dio
su superporodice imunoglobulina i dijele se u tri glavne skupine — Fcy-receptori skupine I, I1 i
I11, dok su Fc-receptori tipa Il ¢lanovi porodice lektinskih tip C receptora i obuhvacaju receptor
DC-SIGN i CD23 (74,154,176-179). Fcy-receptori skupine I i Il ponajprije su prisutni na
fagocitima, dok su Fcy-receptori skupine Il prisutni na NK stanicama (FcyRIITA) i neutrofilima
(FcyRIIIB) (74,177,179-182). Vezanje za sve Fcy-receptore rezultira aktivacijom stanice, osim
u slucaju FcyRIIB koji je inhibitorni tip receptora vazan u okviru prijenosa inhibitornog signala
limfocitima B tj. fenomena povratne sprege protutijelima Sto smanjuje stvaranje protutijela i
prigusuje upalu (74,179,183). Takoder aktivacija DC-SIGN i CD23 receptora dovodi do

protuupalnog i imunosupresivnog odgovora (154,178,184).

Ovisno o afinitetu IgG za razliite aktivacijske ili inhibitorne Fc-receptore te komponentne

komplementskog sustava, IgG moze potaknuti proupalni ili protuupalni imunosni odgovor
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(70,74,178,179,184,185). Sam afinitet odreden je strukturom ulomka Fc, koja je pak odredena
podrazredom IgG protutijela i sastavom N-glikana ulomka Fc (186,187). Naime u podrucju
ulomka Fc, na izuzetno evolucijski konzerviranom mjestu — asparaginu-297 (Asn-297), svakog
teSkog lanca, nalazi se kovalentno vezan N-glikan koji je kako strukturno vazan za stabilnost i
poluzivot protutijela, tako i za moduliranje mnogih izvrsnih funkcija imunoglobulina G
(63,153,187-189). Promjene u glikozilaciji Fc-vezanih N-glikana mogu izmijeniti kvaternu
konformaciju ulomka Fc i tako utjecati kako na vezanje ulomka Fc za Fc-receptore na povrSini
stanica urodene imunosti tako i na interakciju ulomka Fc sa sastavnicama komplementskog
sustava (153,154,189-194). Primjerice, 1gG protutijela s identi¢cnom proteinskom sekvencom,
ukoliko im se ukloni samo jedna molekula fukoze s N-glikana ulomka Fc, mogu postati i do
pedeset puta ucinkovitija u pokretanju ADCC i protuvirusnoj aktivnosti i to upravo zbog
pojacanog afiniteta za FcyRIIIA (195-199). Suprotno tome, dodavanje sijalinske kiseline N-
glikanu ulomka Fc smanjuje afinitet za FcyRIl i dramatiéno mijenja fiziolosku ulogu
imunoglobulina G koji od proupalnog postaje protuupalno protutijelo (185,200,201).
Naposljetku, poznato je da ukoliko se uklone N-vezani glikani ulomka Fc, molekula IgG se
nece moci vezati ili ¢e se pak oteZano vezati za Fc-receptore i komponente komplementskog
sustava (191,202-205).

Naime, tijekom svog nastanak u stanicama B, ulomak Fc molekule 1gG se posttranslacijski
modificira dodavanjem N-glikana na specifiéne asparaginske ostatke (Asn-297) na teskom
lancu protutijela (187). Na svakoj molekuli IgG nalazi se po jedno vezno mjesto za N-glikan
na Asn-297 svakog teskog lanca (187). Prekursor N-glikana se prvo kotranslacijski dodaje
ulomku Fc rastuceg polipeptidnog lanca IgG u endoplazmatskom retikulumu (ER) stanica B
koje izluCuju protutijela (plazmablasti ili plazma stanice) (140). Jednom kada molekula 19G
prijede iz ER u GA, ovaj N-vezani prekursorski glikan se dalje modificira djelovanjem
specifiénih glikozidaza 1 glikoziltransferaza u visoko organiziranom slijedu reakcija, koje
skracuju i produzujuci glikan kako bi se formirala klasi¢na srzna struktura N-glikana s dvije
tzv. antene (140). Srzna struktura N-glikana sastoji se od dvije uzastopne molekule N-
acetilglukozamina (GIcNACc), na koje se veze jedna molekula manoze, a nakon koje slijede
dvije tzv. manozne antene, a na svaku manoznu antenu je potom vezana jedna molekula
GIcNAc (140,206,207). Ova srzna struktura N-glikana se zatim dalje modificira djelovanjem
cetirijju glikoziltransferaza. Enzim alfa-1,6-fukoziltransferaza (fukoziltransferaza 8, FUTS)
moze dodati fukozu srznom glikanu unutar medijalnog odjeljka GA — proces koji nazivamo

fukozilacija (140,208). Zatim, unutar trans odjeljka GA, beta-1,4-galaktoziltransferaza 1
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(B4GalT1) moze dodati jednu ili dvije molekule galaktoze na molekulu GIcNAc svake od
manoznih antena (proces zvan galaktozilacija), dok enzim beta-galaktozid-alfa-2,6-
sijaliltransferaza 1 (ST6Gall) moze dodati po jednu molekulu sijalinske kiselinu na svaku
prisutnu molekulu galaktoze (proces zvan sijalinizacija) (140,206). | naposljetku, enzim B-D-
manoza B-1,4-N-acetilglukozaminil transferaza Il (engl. beta-1,4-mannosyl-glycoprotein 4-
beta-N-acetylglucosaminyltransferase, MGAT3) moze dodati racvaju¢i GIcNAc (engl.
bisecting N-acetylglucosamine, b-GIcCNAC) na manozne ostatke srzne strukture (140,206,209).
Navedeni glikani IgG u podrué¢ju ulomka Fc su uvijek N-vezani glikani, tipi¢cno kompleksnog
tj. slozenog tipa te ¢ine mrezu nekovalentnih interakcija s proteinskom povrsinom ulomka Fc
(140,187,194,210). lako postoje potencijalna prostorna ograni¢enja, koja mogu ograniciti obilje
odredenih glikoformi, varijacije u fukozilaciji, galaktozilaciji, bisekciji i sijalinizaciji N-
vezanog glikana pokazale su da se moze stvoriti viSe od 30 razli¢itih N-glikanskih struktura
(187,207). Dakle, iako se naziva jos i konstantna domena, vidimo da ulomak Fc 1gG posjeduje
visoku razinu heterogenosti, pruzajuci imunoloskom sustavu priliku da ciljano podesi strukturu
ulomka Fc kako bi postigao preciznu kontrolu nad aktivnoscu protutijela tijekom imunosnog

odgovora.

Vecina N-glikana IgG nalazi se vezana za Asn-297 u podrucju ulomka Fc, no 15-20% molekula
poliklonalnog IgG takoder sadrzi N-glikane u podruc¢ju ulomka Fab koja mogu modulirati

vezanje protutijela za antigen (211-213).

U zdravih odraslih osoba agalaktozilirani N-glikani imunoglobulina G (G0) ¢ine oko 35%,
monogalaktozilirani (G1) takoder oko 35%, a digalaktozilirani (G2) oko 15% N-glikoma
imunoglobulina G (214). Galaktozilacija imunoglobulina G jedna je od najproucavanijih
karakteristika glikozilacije imunoglobulina G. Otkri¢e smanjene galaktozilacije ukupnog
imunoglobulina G u bolesnika s reumatoidnim artritisom prije gotovo tri desetljeca , rezultiralo
je brojnim studijama koje su proucavale ulogu galaktozilacije imunoglobulina G u razli¢itim
upalnim bolestima (215,216). Tako je u brojnim bolestima kojima je zajednic¢ka karakteristika
podlezeca upala, zabljezen pomak ravnoteze prema pretezno agalaktoziliranim N-glikanima
(217-219). S druge pak strane, smatra se da galaktozilirani imunoglobulin G ima protuupalnu
aktivnost. Zanimljiv primjer toga je reumatoidni artritis, bolest koja ¢esto odlazi u remisiju
tijekom trudnoce, $to korelira s porastom galaktozilacije u trudno¢i, dok nakon poroda ponovno
dolazi do pomaka ravnoteze prema agalaktoziliranim glikanima (220,221). Zanimljivo je da je
na razini pojedinca udio galaktoziliranih struktura relativno stabilan tijekom perioda od

nekoliko godina, dok su na razini populacije zabiljezene znacajne razlike medu pojedincima
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(214,222,223). Takoder na razinu galaktozilacije utjece 1 spol te je udio galaktoziliranih N-
glikana imunoglobulina G ve¢i u mladih Zena, a s porastom dobi, i u muskaraca i Zena,
zabiljezeno je polagano ali znaCajno povecanje udjela agalaktoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (207,224,225). Za razliku od polagane promjene galaktozilacije s dobi,

tijekom epizode akutne upale razina galaktozilacije moze se brzo i zna¢ajno promijeniti (222).

Prema rezultatima dosadas$njih studija, udio sijaliniziranih struktura u 1gG glikomu normalnog
ljudskog seruma iznosi oko 15-20% (226,227). Udio sijaliliziranih glikanskih struktura
znacajno se smanjuje s porastom dobi, a opisane su i promjene vezane uz spol i trudnocu
(220,227). Uz fukozilaciju, sijalinizacija je bioloski najvaznija modifikacija IgG glikoma.
Dodavanje sijalinske kiseline ulomku Fc imunoglobulina G mijenja izvr$ni odgovor 1gG-a iz
proupalnog u protuupalni (178,185,201). Mehanizam kojim prisutnost sijalinske kiseline
djeluje na izvrsnu funkciju imunoglobulina G uklju¢uje promjenu konformacije ulomka Fc
imunoglobulina G odnosno zatvaranje veznog mjesta za tip | Fc-receptora i otvaranje skrivenog
veznog mjesta za tip Il Fc-receptora tj. za C-tip lektinskih receptora DC-SIGN i CD23
(154,178,200,228). Navedeno rezultira i poja¢anim izrazajem inhibitornog FcyRIIb na povrs$ini
upalnih stanica i protuupalnom aktivnoscu (176,184). Upravo se protuupalna aktivnost visokih
doza intravenskih imonoglobulina (IVIG, engl. intravenous immunoglobulins ili skupni 1gG,
engl. pooled 1gG) pripisuje prisutnosti sijalinske kiseline na ulomku Fc i pojacanoj aktivnosti
Fc-receptora tipa Il (178,184,185). S druge pak strane, sijalinizacija imunoglobulina G nema
utjecaja na pokretanje ADCC (195,229).

Vise od 90% imunoglobulina G u serumu zdravih osoba u podrucju Fc-regije sadrzi srznu
fukozu (214). Istrazivanja monoklonskih protutijela pokazala su da prisutnost odnosno
odsutnost srzne fukoze u podru¢ju ulomka Fc imunoglobulina G ima snaZan utjecaj na afinitet
vezanja ulomka Fc za FcyRIIIA izrazen na NK stanicam (195,196,199,230). Potpuno
uklanjanje fukoze s N-glikana ulomka Fc imunoglobulina G povecava afinitet Fc-regije
FcyRIIIA ¢ak pedeset puta, Sto rezultira snaznom aktivacijom NK stanica, pokretanjem ADCC
i smréu ciljne stanice (195,196,199). Ovo saznanje primjenjeno je i u proizvodnji terapijskih
protutijela kako bi se poboljsala klini¢ka ucinkovitost terapije monoklonskim protutijelima
(198,231). Isto tako, pokazalo se da afukozilirana protutijela imaju povecéani afinitet vezanja i
za FcyRIIIB, koji je znacajno izraZen na povrSini neutrofila te na taj nacin pospjesuju fagocitozu

posredovanu neutrofilima (232,233).
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U zdravih odraslih osoba, priblizno 10-15% ukupnog cirkuliraju¢eg IgG-a sadrzi ra¢vajuci N-
acetilglukozamin (b-GIcNAc), a s dobi taj udio se povecava (207,211,214). Istrazivanja
monoklonskih protutijela pokazala su da dodavanje rac¢vajueg GIcNAc srznom glikanu
pospjesuje ADCC (povecanim afinitetom vezanja za FcyRIIIA), iako u manjem stupnju nego
nedostatak srzne fukoze (195,234,235). Medutim ako MGAT3 (odnosno GnT-III) —
glikoziltransferaza koja veze racvaju¢i GlcNAc za N-glikane imunoglobulina G, veze b-
GIcNAc rano u procesu glikozilacije tada vezanje srzne fukoze moze biti inhibirano
(190,209,236). Stoga vezanje b-GlcNAc vjerojatno utjeCe na izvrsnu funkciju protutijela

indirektno, inhibiranjem vezanja srzne fukoze.

Do sada se pokazalo kako na sastav N-glikana imunoglobulina G utje¢u kako genetska
predispozicija tako i okolis$ni ¢imbenici (160,237,238). Naime na razini pojedinca, u uvjetima
homeostaze, sastav N-glikoma IgG je izuzetno stabilan tijekom duzeg vremenskog perioda, no
ipak s porastom dobi se udio pojedinih N-glikana postepeno mijenja te na udio pojedinih N-
glikana utjeCe i hormonski status (npr. spol, trudno¢a, hormonske manipulacije)
(207,213,222,227,239-241). No sastav N-glikoma IgG moze se brzo izmijeniti u slucaju
poremecaja homeostaze organizma, te su znacajne promjene u sastavu N-glikoma IgG opisane
u sklopu brojnih patoloskih stanja (214,222). Do sada se malo zna o ¢imbenicima koji direktno
tijekom aktivacije i diferencijacije B stanica utjecu na sastav Fab i Fc-vezanih ugljikohidrata
izlu¢enog IgG (159,238). Jedna je od hipoteza je da je glikozilacija kontrolirana dostupno$cu i
aktivnos§cu pojedinih glikoziltransferaza u B stanicama (242—-244). Pokazalo se da na ekspresiju
glikoziltransferaza mogu utjecati epigenetski ¢imbenici odnosno dob, trudnoc¢a, hormonski
status, citokini, prisutnost bakterijske DNA, itd. (210,238,239,245,246) Tako je istraZivanje
Wang i sur. (238) pokazalo kako okoli$ni ¢imbenici - retinoi¢na kiselina (prirodni derivat
vitamina A, primjer prehrambenog metabolita), zatim ¢imbenici koji stimuliraju urodenu
imunost (CpG slijed [engl. CpG oligodeoxynucleotide, CpG ODN] iz bakterijske DNA, ligand
za TLRY), te molekule koje luce stanice steCene imunosti (interleukin-21 podrijetlom iz
limfocita T) mogu modulirati sastav N-glikoma izlu¢enog imunoglobulina G bez da utjecu na
sastav N-glikoma ostalih glikoproteina stanice. No sveukupno, do sada su istrazivanja
ekspresije glikoziltransferaza u B stanicama relativno ograni¢ena s obzirom da B stanice ¢ine
mali postotak perifernih krvnih stanica (oko 2%) u ljudi (247). Iako je poznato vise ¢cimbenika
koji utjeCu na biolosku aktivnost stanica B, ne znaci da svi oni utjecu i na glikozilaciju

imunoglobulina G proizvedenog i izlu¢enog od strane stanica B (238). Stoga usprkos brojnim

17



teorijama $to sve utjeCe na glikozilaciju 1gG unutar stanica B, nisu jo$ uvijek u potpunosti

poznati svi mehanizmi modulacije glikozilacije 1gG (159).

1.6. Glikozilacija imunoglobulina G u infektivnim bolestima

Predmet zanimanja ovog doktorskog rada su promjene glikozilacije imunoglobulina G u dvije
razli¢ite infektivne bolesti tj. usporedba N-glikoma imunoglobulina G izmedu bolesnika s
influencom (kao primjer unutarstani¢nog patogena) i bolesnika s bakterijskom pneumonijom

(kao primjer izvanstani¢nog patogena).

Iako je do sada istrazivanje glikozilacije imunoglobulina G bilo ponajprije bazirano na
istrazivanjima autoimunih bolesti, monoklonskih protutijela i onkoloskih bolesti te su mnoge
spoznaje o utjecaju glikozilacije na funkciju IgG protutijela zasnovane na navedenom, makar
jos uvijek malobrojna, sve je viSe istrazivanja glikozilacije imunoglobulina G u sklopu virusnih
1 bakterijskih oboljenja koja ukazuju na zna€ajne promjene glikozilacije imunoglobulina G u
sklopu infektivnih bolesti (215,217,218,231,248-259). Istrazivanja infektivnih bolesti su
pokazala kako, u sklopu infekcije, aktivirani imunosni i upalni odgovor moze precizno
kontrolirati glikozilaciju imunoglobulina G i tako usmjeriti izvr$ni imunosni odgovor (252—
259).

Dok rezultati pojedinih istrazivanja u infektivnim bolestima ukazuju na preklapajuci obrazac
glikozilacije imunoglobulina G medu razli¢itim patogenima kao i neinfektivnim bolestima, s
druge strane pojedina istrazivanja ukazuju i na specifi¢nosti N-glikozilacije imunoglobulina G
ovisno o patogenu. Tako je opazeno da obrazac glikozilacije 1gG koji je do sada bio dosljedno
opazan u sklopu autoimunih bolesti, a karakteriziran je visokim udjelom agalaktoziliranih 1
asijaliniziranih N-glikana, karakterizira i kroni¢ne infektivne bolesti (219,252,254,255,260).
Navedeno je opazeno U kroni¢noj infekciji virusom hepatitisa B, tuberkulozi i infekciji virusom
humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus, HIV) (219,252,254,255).
Ono $to je moguca podloga navedenog opazanja, a zajednicko je autoimunim bolestima i
kroni¢nim infektivnim bolestima, je jaka i dugotrajna upala, sugeriraju¢i na mogucu ulogu
agalaktoziliranog i asijaliniziranog profila IgG kao humoralnog markera upale (160,261). No s
druge pak strane, Parekh i sur. (219) su pokazali kako smanjenje udjela galaktoziliranih N-
glikana nije samo posljedica akutne ili kroni¢ne upale, te je i viSe drugih istrazivanja ukazalo i
na specificnosti u glikozilacijskom profilu imunoglobulina G u ovisnosti 0 specificnom

patogenu (262). S obzirom da je, u infektivnim bolestima moguca izolacija i analiza za
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patogena-specifi¢nih protutijela, navedeno pruza mogucnost ciljane analize glikozilacije
patogen-specificnih protutijela i njezinog utjecaja na izvrSne mehanizme urodene imunosti.
Tako se, istrazivanjima na patogen-specifi¢énim protutijelima izoliranim od iste osobe, pokazalo
kako za HIV-specifi¢na IgG protutijela imaju znacajno razli¢it N-glikozilacijski profil nego za
influencu-specifi¢na protutijela inducirana cijepljenjem, dokazujuéi da glikozilacija moze biti
usmjerena ovisno o patogenu odnosno aktiviranom signalnom putu, kako bi se uspjesno
eliminiralo ciljanog patogena (263). Navedene razlike u glikozilaciji su dovedene u korelaciju
s razli¢itim izvrSnim mehanizmima urodene imunosti — s ADCC, ADCP, aktivacijom
komplementskog sustava ovisno o protutijelima (engl. antibody dependent complement
deposition, ADCD), o protutijelima ovisnom stani¢cnom virusnom inhibicijom (engl. antibody
dependent cellular viral inhibition, ADCVI), itd., potvrdujuci da je mala vjerojatnost da je
moguée univerzalnim promjenama glikozilacije posti¢i kontrolu nad brojnim razli¢itim
patogenima s obzirom da razli¢iti patogeni zahtijevaju i razli¢ite izvr$ne puteve imunosnog
sustava da bi se postigla kontrola nad infekcijom (263,264). Navedene razli¢itosti u glikozilaciji
IgG stoga ne cude 1 vjerojatno su posljedica razli¢itosti u patogenezi pojedinih infekcija, sijelu
infekcije (unutarstanicni u odnosu na izvanstani¢ne patogene), obrambenim mehanizmima
patogena, itd., Saljuci razliCite signale nezrelim limfocitima B (264). S obzirom na navedeno
cilj ovog doktorskog rada je ispitati razli¢itosti u glikozilaciji imunoglobulina G izmedu dvije
U potpunosti razli¢ite infektivne bolesti (virusna u odnosu na bakterijsku infekciju, odnosno
unutarstaniéni patogen u odnosu na izvanstaniCnog patogena), kako bi se unaprijedilo
razumijevanje promjena glikozilacije 1gG tijekom prirodne infekcije, kako u ovisnosti o

patogenu, tako 1 u ovisnosti o tezini klinicke slike.

Osim §to se glikozilacija pokazala kao marker bolesti, pokazala se i kao prognostic¢ki ¢imbenik
(145,174,256,257,265-268). Postoje dokazi da opaZene promjene u glikozilaciji
imunoglobulina G mogu biti povezane s tezinom klini¢ke slike infektivne bolesti odnosno
kontrolom infekcije, Sto ne iznenaduje s obzirom da je velikim dijelom za odgovarajuci
imunosni odgovor potrebna ravnoteza u aktivnosti aktivacijskih i inhibicijskih Fc-receptora kao
1 aktivacija odgovarajucih 1zvrSnih mehanizama urodene imunosti
(174,252,253,256,257,266,267). Tako je do sada u sklopu kroni¢ne hepatitis B infekcije,
tuberkuloze, HIV infekcije, infekcije virusom denge i u sklopu infekcije virusom SARS-CoV-
2 (teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2, engl. severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2, SARS-CoV-2) pokazano da pojedini profili 1I9G Fc-glikozilacije koreliraju s

tezinom  bolesti, imaju¢i potencijalnu  dijagnosticku i1  prognosticku  vrijednost
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(174,252,253,256,257,266,267). S obzirom da do sada, prema naSim saznanjima, nije istrazivan
prognosticki potencijal glikozilacije imunoglobulina G u sklopu prirodne influenca infekcije
kao niti u sklopu ponajprije izvanstani¢ne bakterijske infekcije u ljudi, jedan od ciljeva naseg
istrazivanja je ispitati dijagnosticki 1 prognosticki potencijal glikozilacije IgG u bolesnika s

influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom.

Promjene glikozilacije imunoglobulina G u sklopu influence, do sada su prema nasim
saznanjima, opisane u ljudi samo nakon cijepljenja protiv influence (176,269). Naime, virus
influence spada u skupinu virusa s ovojnicom, a dosadasnja istrazivanja su pokazala kako
imunosni odgovori na razlicite viruse s ovojnicom, ali ne i na viruse bez ovojnice, imaju jednu
zajednicku karakteristiku — a to je afukozilacija antigen-specifi¢cnog imunoglobulina G
(174,253,256,270). Medutim, isto to nije se konzistentno pokazalo nakon cjepljena,
naglasavaju¢i kako je za nastanak afukoziliranog imunoglobulina G potreban membranski
kontekst (174,176,269,271). Stoga je jasno da se samo na temelju promjena glikozilacije
imunoglobulina G opazenih nakon cijepljenja ne moze u potpunosti donositi zakljucke o
promjenama glikozilacije imunoglobulina G tijekom prirodne infekcije odnosno u klinickim
uvjetima, potvrdujuci vaznost istrazivanja glikozilacije u razli¢itim okolnostima. S druge pak
strane, s obzirom da je humoralni imunosni odgovor osnova zastitne cjepivom inducirane
imunosti, dobro su poznata nastojanja da se cjepivima pokuSa oponaSati osobine zaStine
humoralne imunosti u sklopu prirodne infekcije (67). Takoder, dobro je poznata sposobnost
protutijela da preveniraju influenca infekciju neutralizacijom patogena za Sto je odgovoran
ulomak Fab protutijela (67,163,272). Ucinkovitost dosada$njih cjepiva protiv influence
ponajprije se mjeri inhibicijom hemaglutinacije (HAI, engl. hemagglutination inhibition assay)
tj. zasniva na neutralizacijskoj funkciji protutijela (67,176,273-275). No to $to pojedina
protutijela mogu vezati i neutralizirati antigen samo je jedan od mehanizama kojim protutijela
mogu dijelovati, te inhibicija hemaglutinacije u potpunosti zanemaruje ulomkom Fc
posredovanu izvrsnu funkciju protutijela (273). Rezultati dosadasnjih istrazivanja su pokazali
da glikozilacija IgG protutijela domacina moze biti modificirana cijepljenjem te se pokazalo
kako su promjene u glikozilaciji antigen-specificnih protutijela inducirane cijepljenjem
neovisne o pocetnim razlikima medu pojedincima u glikozilaciji imunoglobulina G
(176,263,269,271). Stoga je jedan od mogucih doprinosa naseg rada otkrivanje karakteristika
zastitnog humoralnog imunosnog odgovora u sklopu prirodne infekcije i u ovisnosti o tezini
klinicke slike §to moze pomoc¢i u prenosenju navedenih saznanja u svrhu razvoja ucinkovitije i

sigurnije imunizacije. Intrigira pomisao da bi mogli cijepljenjem ciljano usmjeriti glikozilaciju
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protutijela i poboljsati efikasnost ali i sigurnost cjepiva, no treba takoder imati na umu kako u
ljudi jo§ uvijek nije u potpunosti jasno niti kako adjuvansi, docjepne booster doze cjepiva i

razliiti putevi primjene cjepiva utjeu na glikozilaciju protutijela.

Takoder, s obzirom na povecanu rezistenciju na antibiotike, mogucnost da se laboratorijskim
modifikacijama Fc-glikana fino podesi terapijska svojstva monoklonskih protutijela i saznanje
kako Fc-glikozilacija ima vazno mjesto u kontroli infekcije, za patogen-specificnim
usmjeravanjem imunosnog odgovora, zanimljivo postaje i proucavanje terapijskog potencijala
glikozilacije protutijela u borbi protiv infektivnih bolesti, Sire¢i na taj nacin podrucje primjene
monoklonskih protutijela izvan samo podru¢ja lijecenja tumora i autoimunih bolesti (231,262).
Stoga je identificiranje razliCitih glikozilacijskih profila IgG, tijekom prirodne infekcije
razli¢itim patogenima, preduvjet za oblikovanje terapijskih protutijela koja pokrecu optimalne

izvr$ne imunosne mehanizme za eliminaciju pojedinog patogena.

S obzirom na povezanost glikozilacije s ja¢inom upale i ishodom tj. tezinom bolesti, nije
zanemariva niti uloga glikozilacije IgG kao potencijalnog dijagnotickog i prognostickog
biljega, stvaraju¢i temelje za uvodenje profila glikozilacije imunoglobulina G u rutinsku
primjenu kao dijagnostickog i/ili prognosti¢kog biomarkera, $to moze potencijalno omoguditi
personalizirani pristup dijagnostici i lije¢enju bolesti, te ¢e na taj nacin poboljSati uspjeSnost

lijecenja.
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2. HIPOTEZA

Glikozilacija imunoglobulina G u bolesnika s influencom razlikuje se od glikozilacije

imunoglobulina G u bolesnika s bakterijskom pneumonijom.
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3. CILJEVI RADA

Opdéi cilj ovog istrazivanja bio je usporediti glikozilacijski profil imunoglobulina G iz seruma
bolesnika s influencom s glikozilacijskim profilom imunoglobulina G iz seruma bolesnika s

bakterijskom pneumonijom.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. utvrditi moze li odredivanje glikozilacijskog profila imunoglobulina G posluziti kao
dijagnosticki biomarker u razlikovanju virusne (influence) od bakterijske infekcije
(bakterijske pneumonije),

2. utvrditi dinamiku glikozilacijskog profila imunoglobulina G tijekom bolesti s ciljem
odredivanja prognosticke vrijednosti glikozilacije imunoglobulina G u predikciji tezine
bolesti 1 ishoda lijeCenja u bolesnika s influencom 1 bolesnika s bakterijskom

pneumonijom.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ispitanici

Ovim istrazivanjem bili su obuhvaceni odrasli bolesnici (dobi > 18 godina), oba spola,

hospitalizirani u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu zbog akutne

infekcije diSnog sustava. Ispitanici su bili podijeljeni u sljedece skupine:

Skupina 1. Bolesnici s etioloski dokazanom influencom,

Skupina 2. Bolesnici s bakterijskom pneumonijom.

Takoder, u istrazivanje su bili ukljuceni i zdravi ispitanici — oba spola, dobi >18 godina, bez

klinickih znakova/simptoma i laboratorijskih pokazatelja infektivne bolesti, koji su ¢inili

kontrolnu skupinu (skupina 3).

Ukljuéni kriteriji za skupinu 1:

bolesnici hospitalizirani zbog akutne febrilne bolesti s/bez respiratornih simptoma u
trajanju od <7 dana,

etioloski potvrdena influenca s ili bez primarne influenca pneumonije: pozitivan nalaz
brisa zdrijela ili nazofarinksa na virus influence upotrebom lanc¢ane reakcije
polimerazom uz prethodnu reverznu transkripciju (single RT-PCR, engl. single reverse
transcription polymerase chain reaction) i/ili istodobnom detekcijom vise virusnih
uzro¢nika lana¢nom reakcijom polimerazom (multipleks PCR, od engl. multiplex

polymerase chain reaction).

Isklju¢ni kriteriji za skupinu 1:

akutna febrilna bolest s ili bez respiratornih simptoma u trajanju od > 7 dana,

bolesnici s akutnom febrilnom bolescu s ili bez respiratornih simptoma koji klinicki
imponiraju kao influenca, ali bez etioloskog dokaza influence,

bolesnici s dokazanom influencom, ali 1 bakterioloSki potvrdenom bakterijskom
komplikacijom,

bolesnici s etioloski dokazanom drugom infekcijom diSnog sustava,

bolesnici s dokazanom ili predmnijevanom bakterijskom infekcijom drugog organskog

sustava.
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Uklju¢ni kriteriji za skupinu 2:

bolesnici hospitalizirani zbog akutne febrilne bolesti sa simptomima donjeg diSnog
sustava u trajanju od < 7 dana,

radioloski potvrdena pneumonija (novonastali pneumonic¢ni infiltrat na rendgenskoj
snimci (RTG) srca i pluca i/ili kompjutoriziranoj tomografiji (engl. computerized

tomography scan, CT prsista) bez alternativne dijagnoze.

Iskljuéni kriteriji za skupinu 2:

akutna febrilna bolest sa simptomima donjeg diSnog sustava u trajanju od > 7 dana,
hospitalizacija zbog klinicke sumnje na pneumoniju, ali bez radioloski potvrdene
pneumonije (bez novonastalog pneumoniénog infiltrata na RTG/CT snimci pluca),

bolesnici s drugom infekcijom diSnog sustava.

Zajednicki iskljuéni Kkriteriji za skupinu 1. skupinu 2 i skupinu 3:

dob <18 godina,

ispitanik nije potpisao informirani pristanak,

osobe poremecene svijesti i one koje u trenutku pristupanja istrazivanju zbog bilo kojeg
razloga ne mogu potpisati informirani pristanak,

ispitanik je ukljucen u neku drugu intervencijsku klini¢ku studiju,

infekcija povezana sa zdravstvenom skrbi (nastup akutne febrilne bolesti vise od 48 sati
od prijema u bolnicu i/ili hospitalizacija unutar posljednjih 28 dana od dana prijema u
bolnicu),

imunokompromitirani bolesnici (maligna bolest, kemoterapija, transplantacija solidnih
organa 1 matic¢nih stanica, asplenija, autoimuna bolest, imunosupresijski lijekovi),
bolesnici lijeceni transfuzijom eritrocita, intravenskim imunoglobulinima ili drugim
krvnim derivatima,

zaraza virusom humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus,
HIV),

trudnoca,

tuberkuloza,

dvojna infekcija (influenca s bakterijskom pneumonijom ili nekom drugom
bakterijskom komplikacijom, ili dvojna virusna infekcija),

pneumonije kod kojih su dokazani atipi€ni uzro€nici, gljive 1/ili drugi virusi kao

uzro¢nik bolesti.
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Svi ispitanici su dali svoj informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju prije uklju¢ivanja
u istrazivanje. Istrazivanje je provedeno prema pravilima HelsinSke deklaracije te prema
propisima i1 uz suglasnost Etickog povjerenstva Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran
Mihaljevi¢* u Zagrebu i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Uzorci seruma za analizu glikozilacije imunoglobulina G prikupljeni su u sklopu Europskog
projekta pod nazivom ,Centar kompetencija u molekularnoj dijagnostici” (Br.
KK.01.2.2.03.0006).
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4.2. Plan prikupljanja podataka

U Tablici 1, je prikazan plan prikupljanja podataka i uzoraka za sve ispitanike uklju¢ene u

istrazivanje.

Tablica 1. Plan prikupljanja podataka i uzoraka za sve bolesnike ukljucene u istraZivanje

Dan bolesti 1-7 8-14 15-21 |1 29-35
Dan od prijema u bolnicu 0* 7(x2) |14(=2) | 28(x2)
Informirani pristanak X
Op¢i podatci X
Anamnestic¢ki podatci X X X X
Vitalni znakovi X X X X
Kompletni klini¢ki pregled X
Kontrolni klini¢ki pregled X X X
Radioloska obrada (RTG/CT)? X XP XP XP
Laboratorijska obrada
- Kompletni biokemijski i hematoloski probir® X X
- Skraéeni biokemijski i hematoloski probir® X X
Mikrobioloska obrada
- Obrisak zdrijela (bakterioloska kultura) X
- Obrisak nazofarinksa (bakterioloSka kultura) X
- Obrisak nazofarinksa (RT-PCR na virus influence) X
- Obri.sak nazofarinkga (multipleks PCR na X
respiratorne uzro¢nike)
- Iskasljaj/BAL/aspirat traheje (bakterioloska X
kultura)
- Hemokulture (2 seta, aerobna i anaerobna)
- Imunokromatografski test na antigen legionele i
pneumokoka u urinu
- Ser_oloéki testovi na uzroénike_ p_r_leumoni_j_ e X
(mikoplazma, legionela, klamidija, koksijela)
Odredivanje glikozilacijskog profila imunoglobulina G X X X
Procjena teZine bolesti X X X X
Procjena klinickog odgovora na lijecenje i ishoda bolesti X X X

Radioloska obrada (RTG/CT), odnosi se na rendgen srca i pluéa i/ili kompjutoriziranu tomografiju prsista; "Radioloska obrada
(RTG/CT) ponavljati ¢e se ukoliko je klini¢ki indicirana; “Kompletni biokemijski i hematoloski probir obuhvaca: sedimentaciju eritrocita
(SE), C-reaktivni protein (CRP), kompletnu krvnu sliku (KKS), diferencijalnu krvnu sliku (DKS), fibrinogen, glukozu (Glu), ureju,
kreatinin, elektrolite (natrij, kalij, kloridi, magnezij, anorganski fosfati, kalcij), bilirubin, aspartat-aminotransferazu (AST), alanin-
aminotransferazu (ALT), gama-glutamiltransferazu (GGT), alkalnu fosfatazu (ALP), kreatinin kinazu (CK), laktat dehidrogenazu (LDH),
ukupne proteine, razinu albumina, elektroforezu serumskih proteina, laktat, protombinsko vrijeme (PV), medunarodni normalizirani
omjer (INR), pregledni urin; Skraceni biokemijski i hematologki probir obuhvaéa: SE, CRP, KKS, DKS, fibrinogen, bilirubin, AST,
ALT, GGT, ALP, CK, LDH, ukupne proteine, razinu albumina, elektroforezu serumskih proteina, pregledni urin; RT-PCR, lan¢ana
reakcija polimerazom uz prethodnu reverznu transkripciju (engl. reverse transcription polymerase chain reaction); multipleks PCR,
istodobna detekcija vise uzroénika lanaénom reakcijom polimerazom; BAL, bronhoalveolarni ispirak.
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4.3. Demografski, anamnesticki i klini¢ki podaci

U sklopu ovog istrazivanja prikupljani su brojni demografski, anamnesticki i klini¢ki podaci

¢ime su detaljno opisane ispitivane skupine.

Svi demografski, anamnesticki, klini¢ki, laboratorijski i drugi podatci o ispitanicima prikupljani

su u za ovu studiju formiranu bazu podataka. U svrhu zastite identiteta, bolesnicima su

dodijeljene alfanumericke oznake pod kojima su se vodili u bazi podataka. Sama baza je bila

dostupna na uvid isklju¢ivo doktorandu i mentoru ovog istrazivanja.

Od demografskih podataka u bazu podataka uneseni su inicijali, spol, datum rodenja i vrsta

smjestaja bolesnika.

Od anamnestickih podataka prikupljani su:

podaci o akutnoj respiratornoj infekciji — dan pocetka bolesti, podaci 0 pojavnosti i
trajanju vruéice (u danima), podaci o drugim op¢im simptomima akutne infektivne
bolesti (prisutnost glavobolje, slabosti, bolova u misi¢ima, gubitak teka, itd.), podaci o
vrsti i trajanju (u danima) specifi¢nih/respiratornih simptoma,

epidemioloski podaci,

podaci o komorbiditetima s posebnim naglaskom na kroni¢ne plu¢ne bolesti, kroni¢ne
kardiovaskularne bolesti, kroni¢ne bolesti bubrega, kroni¢ne bolesti jetara, kroni¢ne
metabolic¢ke i endokrine bolesti, kroni¢ne neurolos$ke bolesti, cerebrovaskularne bolesti
te kroni¢ne upalne/degenerativne reumatske bolesti,

podaci o vitalnim funkcijama bolesnika,

podaci vezani uz mogucu zloupotreba droga te podaci o konzumiranju alkohola i
uzivanju duhanskih proizvoda,

izmedu ostaloga, biljezeno je da li je bolesnik primio cjepivo protiv pneumokoka i/ili

protiv influence i ako je primio, u kojem razdoblju je primio navedeno/-a cjepiva.

Od klinickih podataka pri prijemu biljezeni su vitalni parametri (arterijski krvni tlak, sr¢ana

frekvencija, respiratorna frekvencija, tjelesna temperatura, zasic¢enost krvi kisikom mjerena

pulsnom oksimetrijom), stanje svijesti i drugi podaci dobiveni klini¢kim pregledom.
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4.4. Dijagnosti¢ka obrada

Svim bolesnicima je tijekom hospitalizacije provedena ekstenzivna dijagnosti¢ka evaluacija
koja je ukljucivala:

e laboratorijsku obradu,

e mikrobiolosku obradu,

e 1radiolosku obradu.

U skladu s ciljevima istrazivanja, svim bolesnicima je pri prijemu odredena kompletna krvna
slika (KKS), diferencijalna krvna slika (DKS), sedimentacija eritrocita (SE), C-reaktivni
protein (CRP), prokalcitonin (PCT), fibrinogen te serumska koncentracija glukoze, kreatinina,

ureje, kalija i natrija.

Takoder pri prijemu je odredena i posebna biokemija, koja je ukljucivala odredivanje bilirubina,
alanin-aminotransferaze (ALT), aspartat-aminotransferaze (AST), gama-glutamiltransferaze
(GGT), alkalne fosfataze (ALP), laktat dehidrogenaze (LDH), kreatinin kinaze (CK),
protrombinskog vremena (PV), medunarodnog normaliziranog omjera (INR) te elektroforezu

serumskih proteina i sediment urina.

Bolesnicima s bakterijskom pneumonijom je pri prijemu odreden i acidobazni status kao i

bolesnicima s influencom koji su pokazivali znakove respiratorne insuficijencije.

Kontrolni nalazi ukljucivali su: KKS, DKS, SE, CRP, fibrinogen, bilirubin, AST, ALT, GGT,
ALP, CK, LDH, ukupne proteine, razinu albumina, elektroforezu serumskih proteina te pregled

sedimenta urina.

Spomenuti laboratorijski nalazi su odredeni iz uzoraka krvi, dobivenih iz periferne (najcesce
brahijalne) vene. Svi laboratorijski nalazi su pohranjeni u elektronsku i papirnatu
dokumentaciju bolesnika (odakle su i prikupljeni za potrebe ovog istraZivanja). Nalazi su
izradeni u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, Klinike za infektivne bolesti ,,Dr.

Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.
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U obje skupine ispitanika mikrobioloska obrada pri prijemu obuhvacala je:

e obrisak zdrijela bakterioloski,

e obrisak nazofarinksa bakterioloski,

e obrisak nazofarinksa

o testiran na virus influence lanéanom reakcijom polimerazom uz prethodnu

reverznu transkripciju (engl. single reverse transcription polymerase chain
reaction, RT-PCR),

o testiran na viSe virusnih uzro¢nika upotrebom multipleks PCR (istodobna

detekcija viSe uzro¢nika lan¢anom reakcijom polimerazom, engl. multiplex

polymerase chain reaction, multiplex PCR) eseja, Seeplex® RV15 OneStep

ACE Detection kit (V1.1) (Seegene Inc., Seoul, Koreja), kojim se otkrivaju:

virus influence Ai B,

humani respiratorni sincicijski virus A i B,
humani adenovirus,

humani metapneumovirus,

humani koronavirusi 229E/NL63 i OC43,
humani virus parainfluence 1/2/3/4,
humani rinovirus A/B/C,

humani enterovirus,

humani bokavirus,

e Dbakteriolosku analizu ili iskasljaja ili bronhoalveolarnog ispirka (BAL) ili aspirata

traheje,

e uzimanje hemokultura,

e imunokromatografski test na antigen legionele u urinu (BinaxNOW Legionella, Abbott

Diagnostics Scarborough, Inc. Scarborough, Maine, USA),

e imunokromatografski test za odredivanje polisaharida zida kapsule pneumokoka u urinu
(BIOSYNEX S.pneumoniae, Strasbourgh, Francuska),

e seroloske pretrage na uzro¢nike pneumonije.
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Svim bolesnicima pri prijemu u bolnicu ucinjena je RTG snimka srca i pluc¢a, a ovisno o
klini¢koj indikaciji pojedinim bolesnicima je uc¢injen je i CT snimak prsista.
Dobiveni rezulati radioloSke obrade kategorizirani su na sljedeci nacin:

e imaili nema pneumoniju,

e intersticijski ili alveolarni ili mijeSani tip pneumonije,

¢ unilateralna ili bilateralna ili multifokalna pneumonija,

e imaili nemaizljeva.

Takoder svim je bolesnicima ucinjena i kontrolna RTG snimka srca i pluca.

4.5. Procjena tezine i ishoda bolesti

U ovisnosti o klinickoj slici pri prijemu, odnosno prisutnosti ili odsutnosti upale plu¢a na
rendgenskoj snimci pluéa, bolesnici s influencom podijeljeni su u sljedeée dvije skupine po
tezini bolesti:
e influenca bez pneumonije — ispitanik sa simptomima nekomplicirane infekcije disSnog
sustava koji moze imati vrucicu, op¢u slabost, glavobolju, mialgije, hunjavicu, grlobolju
i/ili kasalj, u bolesnika nisu prisutni znakovi dehidracije, sepse ili otezanog disanja, te
na RTG snimci plu¢a nema znakova upale pluca,
e influenca s pneumonijom — ispitanik s tezim simptomima bolesti i znakovima upale

plu¢a na RTG snimci pluca.

Na temelju ove podijele izvrSena je daljnja analiza N-glikana imunoglobulina G unutar

navedene dvije skupine ispitanika s influencom prema tezini bolesti pri prijemu u bolnicu.

Takoder, neposredno pri prijemu u bolnicu i ispitanicima s bakterijskom pneumonijom odreden
je stupanj tezine bolesti. U procjeni teZzine bakterijske pneumonije Koristili smo se, za
bakterijsku pneumoniju validiranim, CURB-65 i PSI/PORT (engl. Pneumonia Severity Index /

Patient Outcome Research Team) sustavima za procjenu tezine bolesti (104,106).

Sustav CURB-65 u svojoj procjeni tezine bolesti koristi pet ¢imbenika rizika, te je jednostavan
za primjenu (106). Naziv je kratica, sastavljena od pocetnih slova slijede¢ih engleskih pojmova:
e Confusion: konfuzija (novonastala psihicka promijenjenost — Smetenost,
dezorijentiranost u vremenu, prostoru ili prema osobama),
e Urea: ureja (> 7 mmol/L),

e Respiratory rate: respiratorna frekvencija (> 30/min),
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e Blood pressure: arterijski krvni tlak (sistolicki < 90 mmHg ili dijastoli¢ki < 60 mmHg),

e 65:>65 godina.

Svaki ¢imbenik rizika nosi jedan bod, odnosno maksimalni mogu¢i CURB-65 zbroj iznosi 5.
Za zbroj bodova 0 — 1 procjenjena stopa smrtnosti iznosi 1,5 %, za zbroj bodova 2 procjenjena
stopa smrtnosti iznosi 19,2 %, a za zbroj bodova 3 — 5 procjenjena stopa smrtnosti iznosi 22,0
% (106).

S druge strane, PSI/PORT sustav za procjenu tezine bolesti i stupnja ugrozenosti bolesnika
temelji se na bodovanju 20 poznatih ¢imbenika rizika za CAP (Tablica 2) (104). Svaki ¢cimbenik
rizika vrijedi odredeni broj bodova, te se na temelju ukupnog zbroja bodova bolesnici svrstavaju

u jednu od pet rizi¢nih skupina — skupina I, Il, 11, IV ili V (Tablica 2 i Tablica 3):
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Tablica 2. Procjena tezine pneumonije prema PSI/PORT (engl. Pneumonia Severity Index /
Patient Outcome Research Team) bodovnom sustavu (104)

| Rizi¢ni ¢imbenici | Broj bodova
Demografska obiljezja
Muski spol Broj godina
Zenski spol Broj godina - 10
Smjestaj u domu +10
Komorbiditeti t
Zlo¢udna aktivna bolest +30
Kroni¢na bolest jetara +20
Kongestivno zatajenje srca +10
Cerebrovaskularna bolest +10
BubreZna bolest +10
Klini¢ki znakovi
Dezorijentiranost 1 +20
Ubrzano disanje (>30/min) +20
Hipotenzija (sistoli¢ki arterijski tlak <90 mmHg) +20
Temperatura (<35 °C ili > 40 °C) +15
Tahikardija (> 125 / min) +10
Laboratorijski pokazatelji
Acrterijski pH < 7,35 +30
Ureja > 11,0 mmol/L +20
Natrij < 130 mmol/L +20
Glukoza > 14,0 mmol/L +10
Hematokrit < 30% +10
Parcijalni tlak kisika arterijske krvi <60 mmHg 8§ +10
Pleuralni izljev +10

*Ukupni zbroj bodova za danog bolesnika dobiva se zbrajanjem dobi bolesnika izrazene u godinama (dob minus 10 za Zene) i odgovaraju¢ih
bodova za svako primjenjivo obiljezje.

tZlo¢udna aktivna bolest definirana je kao bilo koji karcinom, osim karcinoma bazalnih ili skvamoznih stanica koze, koji je aktivan u
vrijeme prijema ili dijagnosticiran unutar jedne godine od prijema u bolnicu zbog pneumonije. Kroniéna bolest jetara definira se kao klinicka
ili histoloska dijagnoza ciroze ili drugog oblika kroni¢ne bolesti jetara, kao na primjer kroni¢ni aktivni hepatitis. Kongestivno zatajenje srca
definira se kao sistolicka ili dijastoli¢ka disfunkcija sréane klijetke dokumentirana anamnezom, fizi¢kim pregledom i radiografijom prsnog
kosa, ehokardiogramom ili lijevim ventrikulogramom. Cerebrovaskularna bolest je definirana kao klinicka dijagnoza mozdanog udara ili
prolaznog ishemijskog napada dokumentirana magnetskom rezonancijom ili kompjutoriziranom tomografijom. Bolest bubrega definirana
je kao prisutnost kroni¢ne bolesti bubrega u anamnezi ili nalazom patoloske koncentracije ureje i kreatinina u krvi u medicinskoj
dokumentaciji.

1 Dezorijentiranost je definirana kao dezorijentiranost u odnosu na osobu, mjesto ili vrijeme i pod uvjetom da navedeno nije poznato od
ranije odnosno da se ne radi o stanja stuporu ili kome.

8U Pneumonia PORT kohortnoj studiji, nalaz zasicenosti krvi kisikom manje od 90 % na pulsnoj oksimetriji ili potreba za intubacijom
prije prijema u bolnicu smatrali su se patoloskim nalazom.

*Preuredeno prema Fine MJ i sur. (104)

Tablica 3. Interpretacija PSI/PORT (engl. Pneumonia Severity Index / Patient Outcome
Research Team) bodovnog sustava (104)

Zbroj bodova Bodovna skupina 1 Stupanj rizikai
Bez komorbiditeta, klinickih znakova ili laboratorijskih I nizak
pokazatelja prema PSI/PORT bodovnhom sustavu

<70 I nizak

71-90 i nizak
91-130 v umjeren

> 130 \Y Visok

+ Pripadnost skupini | odredena je odsutno$¢u svih rizi¢énih ¢imbenika navedenih u PSI/PORT bodovnom sustavu (vidi Tablicu 2).
Pripadnost skupini II, 111, IV i V odredena je prema ukupnom zbroju bodova koji je dobiven prema PSI/PORT bodovnom sustavu

prikazanom u Tablici 2.
1Stupanj rizika od smrtnog ishoda ili drugog nepovoljnog ishoda.
*Preuredeno prema Fine MJ i sur. (104)
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Na temelju rezultata PSI/PORT bodovnog sustava bolesnici s bakterijskom pneumonijom

podijeljeni su u sljedeée tri skupine po tezini bolesti pri prijemu u bolnicu:
o blaga bakterijska pneumonija (PSI/PORT bodovna skupina I i I1),
o srednje teSka bakterijska pneumonija (PSI/PORT bodovna skupina I11),

o teSka bakterijska pneumonija (PSI/PORT bodovna skupina IV i V).

Na temelju ove podijele izvrSena je daljnja analiza N-glikana imunoglobulina G unutar
navedene tri skupine ispitanika s bakterijskom pneumonijom prema tezini bolesti pri prijemu u

bolnicu.

Svi bolesnici su praceni u razdoblju do 28 (£ 2) dana od prijema u bolnicu, osim u slucaju

smrtnog ishoda ako je nastupio ranije.

Za vrijeme hospitalizacije pratila se potreba za nadomjesnom terapijom kisikom, prijemom u
Jedinicu intenzivnog lije¢enja (JIL), provodenjem neinvazivne mehanicke ventilacije (NIV),
odnosno potreba za intubacijom i invazivnom mehanickom ventilacijom te hemodinamska

nestabilnost i potreba za primjenom vazoaktivnih lijekova.

Iako su prikupljeni brojni podaci tijekom cjelokupnog vremena pracenja bolesnika, predmetom

ovog istrazivanja su bili isklju¢ivo sljede¢i ishodi:
e trajanje hospitalizacije (u danima),

e pojava komplikacija (npr. akutni respiracijski distres sindrom (ARDS, engl. acute
respiratory distress syndrome), pneumotoraks, pleuralni izljev, pleuralni empijem,

meningitis/encefalitis, cerebrovaskularni incidenti, kongestivno sr¢ano zatajenje i sl.),
e prijemuJIL,
e status na kraju ispitivanog razdoblja (28. dan):
o ziv, otpusten ku¢i (u prethodno mjesto stanovanja);
o ziv, premjeSten u ustanovu za kroni¢no zbrinjavanje (domovi);
o ziv, premjesten u drugu bolnicu;

o Ziv, jo§ uvijek hospitaliziran 28. dana od prijema;

o preminuo (datum smrti).
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4.6. Postupak odredivanja glikozilacijskog profila imunoglobulina G

U tri vremenske tocke (prvog, sedmog i dvadesetosmog dana od prijema u bolnicu) uziman je
uzorak venske krvi bolesnika u koli¢ini od 6 ml. Uzorak krvi uzorkovan je u spremnik s
podtlakom koji sadrzi etilendiamintetraoctenu kiselinu (EDTA), keliraju¢i antikoagulans.
Prikupljanje uzorka krvi vrsilo se metodom ,,podveza + sustav za vadenje krvi s leptiricem”.
Postupak odvajanja plazme provodio se istog dana kada 1 uzorkovanje krvi. Prije provodenja
postupka centrifugiranja, uzorci krvi pohranjivani su u uspravnom poloZaju na sobnoj
temperaturi kroz sat vremena, a potom su bili centrifugirani centrifugalnom silom od 1620 g
(gravitacijsko ubrzanje) kroz deset minuta. Prvi alikvot plazme volumena 1 ml prebacio bi se u
centrifugalnu mikroepruvetu zapremnine 2 ml i jo§ jednom bi se centrifugirao centrifugalnom
silom od 2700 g kroz deset minuta. Uzorci plazme potom su prebacivani u mikroepruvete za

smrzavanje i odmah pohranjivani na -20 °C do trenutka izvodenja analize (Privitak, Prilog 3).

Imunoglobulini G su izolirani pomo¢u Protein G ploce s 96 jazica (BIA Separations, Slovenija)
iz uzoraka plazme. Izolirani 1gG su denaturirani dodatkom natrijevog dodecil sulfata (engl.
sodium dodecyil sulfate, SDS) (Invitrogen, SAD) i inkubacijom na 65 °C. Visak SDS je
neutraliziran s Igepal-CA630 (Sigma-Aldrich, SAD). N-glikani su oslobodeni nakon dodavanja
enzima peptid-N-glikozidaze F (PNGaza F) (Promega, SAD) fosfatnom puferu (engl.
phosphate buffered saline, PBS). Oslobodeni N-glikani obiljeZeni su fluorescentnom bojom 2-
aminobenzamidom (2-AB). Slobodna boja i redukcijski agens uklonjeni su iz uzoraka pomocu
ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction, SPE). N-glikani su eluirani ultracistom

vodom i pohranjeni na -20 °C do upotrebe.

Fluorescentno obiljezeni N-glikani razdvojeni su pomocu tekucinske kromatografije temeljene
na hidrofilnim interakcijama (engl. Hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC) na
ACQUITY UPLC (teku¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti, engl. Ultra
Performance Liquid Chromatography, UPLC) instrumentu (Waters, SAD) koji se sastoji od
kvartarnog upravitelja otapala, upravitelja uzorka i fluorescencijskog detektora s valnim
duljinama ekscitacije 250 nm i emisije 428 nm. Instrument je bio pod kontrolom Empower 3
(build 3471) softvera (Waters, SAD).

Fluorescentno obiljezeni N-glikani su odvojeni na BEH Glycan (Waters, SAD)
kromatografskoj koloni, 100 % 2,1 mm id, 1,7 um BEH cestica, s 100 mM amonijevog formata,
pH 4,4, kao otapalom A i acetonitril kao otapalom B. Metoda odvajanja koristila je linearni

gradijent 25 — 38% otapala A pri brzini protoka od 0,40 ml/min u analitickom ciklusu od 27
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minuta. Uzorci su odrzavani na 10 °C prije injekcije, a temperatura odvajanja bila je 60 °C.
Prethodno opisani postupak izolacije molekula imunoglobulina G i odredivanje sastava N-

glikana imunoglobulina G provedeni su u Laboratoriju za glikobiologiju tvrtke Genos d.o.o.

Obrada podataka provedena je metodom automatske obrade s tradicionalnim integracijskim
algoritmom, nakon ¢ega je svaki kromatogram ruc¢no korigiran kako bi se zadrzali isti intervali
integracije za sve uzorke. Svi kromatogrami su razdvojeni na isti na¢in u 24 kromatografska
vrha (engl. glycan peak, GP) kao $to je prethodno objavljeno (Slika 1) (207). Koli¢ina glikana

u svakom kromatografskom vrhu izrazena je kao postotak (%) ukupne integrirane povrsine.

18a 18b 19 21 22 23 24
5 6 7 8 9 10 GU

B N-acetilglukozamin
WV srzna fukoza

@ manoza

QO galaktoza

@ sijalinska kiselina

Slika 1. Reprezentativni kromatogram 2-aminobenzamidom (2-4B) obiljezenih N-vezanih
glikana oslobodenih s molekula imunoglobulina G koje su izolirane iz ljudskog seruma. N-
glikani imunoglobulina G razdvojeni su u 24 kromatografska pika (GP1 do GP24) metodom
tekucinske kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama — tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti (HILIC-UHPLC, od engl. Hydrophilic interaction
liquid chromatography — Ultra-High-Performance Liquid Chromatography). Prikazane su
glavne glikanske strukture koje odgovaraju svakom kromatografskom vrhu. Struktura glikana
i njihov prosjecan udio u svakom kromatografskom vrhu odredeni su spektrometrijom masa.
Kromatografski vrhovi su numerirani jednako kao i u ostatku rada (kromatografski vrhovi
obiljezeni kao “a” i “b” spojeni su u jedan kromatografski vrh). GU, glukozne jedinice; GP,
kromatografski vrh (engl. glycan peak).
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Normalizacija i grupna korekcija provedeni su na UPLC glikanskim podacima kako bi se
uklonile eksperimentalne varijacije iz mjerenja. Kako bi mjerenja na uzorcima bila usporediva,
izvrSena je normalizacija prema ukupnoj povrsini gdje je povrSina vrha svake od 24 glikanske
strukture podijeljena s ukupnom povrSinom odgovaraju¢eg kromatograma. Prije grupne
korekcije, normalizirana mjerenja glikana su logaritamski transformirana zbog desne
nagnutosti njihovih distribucija i multiplikativne prirode ucinaka grupe. Grupna korekcija
provedena je na log-transformiranim mjerenjima koriStenjem ComBat metode unutar
programskog jezika R (R paket ,,sva“) (276), pri ¢emu je tehnicki izvor varijacije (koji je uzorak
analiziran na kojoj ploc¢ici) modeliran kao grupna kovarijata. Kako bi se mjerenja ispravila za
eksperimentalni Sum, procijenjeni uéinci grupe oduzeti su od logaritamskih transformiranih

mjerenja.

Uz 24 izravno izmjerene glikanske strukture, 6 izvedenih parametara izracunato je iz izravno
izmjerenih glikana prema formulama prikazanim u Tablici 4. Za svaki izvedeni parametar
dobiveni zbroj kromatografskih vrhova podijeljen je zbrojem svih kromatografskih vrhova
(GP) i izrazen u postotku (%). Ovi izvedeni parametri predstavljaju udio strukturno sli¢énh
glikanskih struktura koje dijele zajednicki biosintetski put. StatistiCka analiza provedena je

samo na ovih Sest izvedenih parametara.

Tablica 4. Sest izvedenih parametara glikozilacije imunoglobulina G

Izvedeni

parametar Opis Formula

Go Udlo_ N—g_llkana bez galakt_oze u ukupnim (GP1 + GP2 + GP4 + GP6) / GP,
N-glikanima imunoglobulina G

Gl Udio N-glikana s jednom galaktozom u_ 07 | 5pg 4 Gpg + GP10 + GP11) / GP,
ukupnim N-glikanima imunoglobulina G

G2 Udio N-glikana s dvije galaktoze u (GP12 + GP13 + GP14 + GP15) / GP,

ukupnim N-glikanima imunoglobulina G

Udio N-glikana koje sadrze ra¢vajuci
B GlcNac u ukupnim N-glikanima
imunoglobulina G

(GP3 + GP6 + GP10 + GP11 + GP13 + GP15 +
GP19 + GP22 + GP24) / GP,

Udio N-glikana sa srznom fukozom u (GPL + GP4 + GP6 + GP8 + GP9 + GP10 + GP11

F ukupnim N-glikanima imunoglobulina G + GP14 + GP15 + GP16 + GP18 + GP19 + GP23 +
P g g GP24) | GP,
Udio N-gllkana sa 5|_JaI|n_skom klselln_om (GP16 + GP17 + GP18 + GP19 + GP20 + GP21 +
S u ukupnim N-glikanima imunoglobulina

s GP22 + GP23 + GP24) / GP,

GP, kromatografski vrh; GPy, ukupni glikani (ukupne glikane ¢ine kromatografski vrhovi GP1 do GP24), GIcNAc, N-acetilglukozamin.
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4.7. StatistiCke metode

Koristenjem metodologije koju predlaze Cohen (277), a uvazavajuci rezultate istrazivanja koje
navode Selman, Lu i Lauc (257,269,278), izracunala se potrebna veli¢ina uzorka. Uz razinu

znacajnosti od 0,05 i statisticku snagu od 0,80, minimalan broj ispitanika iznosi 50 po skupini.

Deskriptivna statistika ispitivanin N-glikozilacijskinh parametara imunoglobulina G u tri
ispitivane skupine 1 u tri vremenske tocke (mjerenja) prikazana je kao medijan (interkvartilni

raspon, engl. interquartile range, IQR) uz minimalnu i maksimalnu vrijednost.

U prvom dijelu studije provedena je longitudinalna analiza uzoraka pacijenata kroz razdoblje
promatranja implementacijom linearnog mjeSovitog modela u kojem je mjerenje glikana bilo
zavisna varijabla, vrijeme je modelirano kao fiksni ucinak, dok su pojedinac¢ni ispitanici
uklju¢eni u model kao nasumi¢ni odsjecak, a dob i spol ukljuceni kao dodatne kovarijate.
Analize su prvo provedene za svaku kohortu posebno, a zatim kombinirane koriStenjem
pristupa meta-analize sluc¢ajnih uc¢inaka (,,meta“ R paketa). Prije analize, sve varijable glikana
transformirane su u standardnu normalnu distribuciju (srednja vrijednost = 0, sd = 1) inverznom
transformacijom rangova u normalnost (R paket "GenABEL", funkcija rntransform). Koristenje
rangiranih transformiranih varijabli u analizama ¢ini procijenjene ucinke razlicitih glikana u
razli¢itim kohortama usporedivim jer transformirane varijable glikana imaju istu
standardiziranu varijancu. Stopa lazno pozitivnih rezultata kontrolirana je Benjamini-
Hochbergovom procedurom (funkcija p.adjust (method = “BH”)). Podaci su analizirani i

vizualizirani koriStenjem R programskog jezika (verzija 4.0.2) (276).

Nakon §to su kretanja izvedenih glikozilacijskih parametara ispitana unutar svake skupine
zasebno, formalno smo testirali razlike u njithovim kretanjima imedu skupina takoder koristeci
linearni mjesSoviti model. Za svaki od Sest izvedenih glikozilacijskih parametara konstruirali
smo zaseban linearan mjeSoviti model s interakcijom vremena uzorkovanja i skupine.
Interakcijom ispitujemo ima li pripadnost odredenoj skupini utjecaj na kretanje glikozilacijskog
parametra kroz vrijeme. Koeficijenti linearnog mjesovitog modela nam ilustriraju u kojoj se
mjeri promjene u glikozilacijskim parametarima razlikuju izmedu ispitivanih skupina. Uz
formalno testiranje efekta interakcije, linearnim mjeSovitim modelom takoder smo testirali i

glavne efekte skupine i vremena uzorkovanja.

Dodatno smo procijenili dijagnosticki potencijal glikozilacijskog profila imunoglobulina G u

razlikovanju virusne (influenca) od bakterijske (bakterijska pneumonija) infekcije koristeci
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ROC analizu (analiza osjetljivosti, engl. receiver operating characteristic analysis, ROC

analysis).

U drugom dijelu studije smo takoder, primijenjujuéi linearni mjeSoviti model, ispitali kretanje
glikozilacijskih parametara izmedu skupina koje su bile definirane prema tezini bolesti pri

prijemu, posebno za influencu i posebno za bakterijsku pneumoniju.

Naposljetku smo istrazili prognosticki potencijal glikozilacijskog profila imunoglobulina G u
predikciji duljine boravka u bolnici koriste¢i model linearne regresije. Za svaki od 6 izvedenih
glikozilacijskih parametara konstruirali smo model linearne regresije u kojem je zavisna
varijabla bila duljina boravka, a nezavisne varijable su bile glikozilacijski parametar uz
zbunjujuce faktore spola i dobi. Razina znacajnosti je postavljena na 0.05. Linearni mjeSoviti

modeli su modelirani koriste¢i programski jezik R (276).
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5. REZULTATI

5.1. Osnovna obiljezja ispitanika

Analiza sastava N-glikoma imunoglobulina G provedena je na ukupno 519 uzoraka plazme

sakupljenih u vise vremenskih toc¢aka na uzorku od ukupno 195 ispitanika uklju¢enih u

istrazivanje.

Ukupan broj ispitanika ¢ine:

64 bolesnika s influencom — bolesnici hospitalizirani zbog akutne febrilne bolesti s/bez
respiratornih simptoma u trajanju od < 7 dana i s laboratorijski potvrdenom infekcijom
influenca virusom ukljucivani su u istrazivanje tijekom tri uzastopne zimske sezone
(sezona 2017./2018., 2018./2019. i 2019./2020);

75 bolesnika s bakterijskom pneumonijom — navedenu skupinu ¢ine bolesnici s
radioloski potvrdenom pneumonijom (novonastali pneumonic¢ni infiltrat na RTG srca i
pluca i/ili CT prsista) bez alternativne dijagnoze koji su bili hospitalizirani zbog akutne
febrilne bolesti sa simptomima donjeg diSnog sustava u trajanju od < 7 dana. Ispitanici
su ukljucivani u istrazivanje tijekom tri uzastopne zimske sezone (sezona 2017./2018.,
2018./2019. 1 2019./2020);

56 zdravih ispitanika kao kontrolna skupina — kontrolna skupina obuhvatila je 56
dobrovoljaca s podrucja grada Zagreba i Zagrebacke Zupanije u vremenskom razdoblju
od lipnja 2018. godine do veljace 2020. godine koji su bili bez klini¢kih
znakova/simptoma i laboratorijskih pokazatelja infektivne bolesti. Uzorci za izolaciju
imunoglobulina G su takoder sakupljeni u tri vremenske to¢ke — prvog, sedmog i

dvadesetosmog dana od ukljucenja u istrazivanje.

Detaljan raspored uklju¢ivanja ispitanika u istrazivanje prikazan je u Tablici 5.

Tablica 5. Broj ukljucenih ispitanika po sezoni i osnovna obiljezja ispitivanih skupina

Sezona 2018 Sezona 2019 Sezona 2020

Skupina

Muskarci,
n, (%)

Dob

(godine),
medijan

(1QR)

Bakterijska  Influenca  Kontrola  Bakterijska  Influenca  Kontrola  Bakterijska  Influenca  Kontrola

pneumonija  (n=13) (n=35) pneumonija  (n =38) (n=0) pneumonija  (n=13) (n=21)
(n=22) (n=35) (n=18)
15 (68) 11 (85) 12 (34) 20 (57) 29 (76) - 16 (89) 8 (62) 4(19)
57 55 39 60 56 56 41 77
(38-70) (51-69) (32-51) (45-67) (49 - 66) B (46 —70) (34-61) (45-82)

IQR, interkvartilni raspon.
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Odabir i podijela ispitanika prikazani su na Slici 2.

Dijagram toka odabira ispitivanih skupina

Odrasli bolesnici (=18 godina) oba spola,
hospitalizirani u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr.
Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu zbog akutne
infekcije di§nog sustava u razdoblju od 3./2018.

Odrasli dobrovoljci (=18 godina) oba spola, s
podrucja grada Zagreba i Zagrebacke Zupanije, u
razdoblju od 6./2018. godine do 2./2020. godine

koji su bili bez klini¢kih znakova/simptoma

N =254

godine do 6./2020.godine.

infektivne bolesti.

N=75

A 4

ISKLJUCENI
Akutna febrilna bolest s ili bez respiratornih simptoma u

trajanju >7 dana

A

N =56
4
Akutna febrilna bolest s ili bez respiratornih
simptoma u trajanju <7 dana
N =198
ISKLJUCENI
- na temelju prisutnosti jednog ili viSe od sljedecih kriterija:
® ispitanik nije potpisao informirani pristanak;
® osobe poremecene svijesti i one koje u trenutku
pristupanja istrazivanju zbog bilo kojeg razloga ne mogu
| potpisati informirani pristanak;
7| e ispitanik je uklju¢en u neku drugu intervencijsku klini¢ku
studiju;
e infekcija povezana sa zdravstvenom skrbi;
® imunokompromitirani bolesnici; bolesnici lijeCeni
transfuzijom, intravenskim imunoglobulinima ili drugim
krvnim derivatima.
4

\ 4

Laboratorijska, radioloska i mikrobioloska obrada

Laboratorijska obrada

v

UKLJUCENO 139 isp

itanika

- —

A 4

Slika 2. Dijagram toka odabira ispitivanih skupina.

UKLJUCENO
Bakterijska pneumonija Influenca Kontrolna skupina 56 ispitanika
75 ispitanika 64 ispitanika bez pokazatelja infektivne bolesti
—»| Blaga N =39 »{ Influenca bez pneumonije N = 18
—»| Srednje teska N = 17 »| Influenca s pneumonijom N = 46
—» Teska N =19
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Demografska obiljezja, ucestalost komorbiditeta i laboratorijski nalazi pri prijemu unutar triju
ispitivanih skupina — influenca, bakterijska pneumonija i kontrolna skupina, prikazani su u
Tablici 6. Za izdvojiti je da se tri skupine nisu zna¢ajno razlikovale prema dobi bolesnika.
Uocljiva je razlika u upalnim vrijednostima izmedu skupine bolesnika s influencom i skupine
bolesnika s bakterijskom pneumonijom u odnosu na kontrolnu skupinu. Laboratorijske
vrijednosti leukocita, neutrofila, limfocita, CRP-a i sedimentacije eritrocita (SE) bile su najvise

U bolesnika s bakterijskom pneumonijom, a najnize u kontrolnih ispitanika.
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Tablica 6. Osnovna obiljezja ispitivanih skupina

Post-hoc test (Tukey)

Influenca Bakterijska Kontrola
(n=64) pneumonija (n = 75) (n =56) p-vrijednost
I I I Usporedba  p-vrijednost
Dob / godine 56 (45 — 66) 56 (43 — 69) 46 (33 - 69) 0,133° - -
Dob > 65 godina, n (%) 21 (32,80) 29 (38,70) 15 (26,80) - - -
Najmlada dob / godine 25 20 22 - - -
Najstarija dob / godine 97 87 97 - - -
Muskareci, n (%) 48 (75) 51 (68) 16 (28,60) <0,001° - -
Pusenje, n (%) <0,001° - -
- pusaé 18 (29) 31 (41,90) 3 (5,70) - - -
- bivi 5 (8,10) 11 (14,90) 0 (0) - - -
- nepusad 39 (62,90) 32 (43,20) 50 (94,30) - - -
Alkohol, n (%) 3 (4,80) 4 (5,40) 1 (1,80) 0,565" - -
Komorbiditeti, n (%)
cerebrovasiularma 2 (3,20) 7.(9,30) 0 (0) 0,035 - -
E;reds'to"as"“'ama 19 (29,70) 32 (42,70) 13 (23,20) 0,052b ; ;
Kroni¢na bolest pluca 7 (11,10) 5 (6,70) 2 (3,80) 0,307" - -
KOPB 5 (7,90) 5 (6,70) 0 (0,00) 0,125 - -
Astma 3 (4,80) 1 (1,30) 1(1,90) 0,409 - -
ﬁgfe‘;;la bolest 4 (6,50) 3 (4) 1(1,90) 0,465 - -
Kroni¢na bolest jetara 7 (10,90) 1(1,30) 1(1,90) 0,013 - -
pegenerativne- 1 (1,60) 6(8) 5 (8,90) 0,172" - -
Secerna bolest 11 (17,70) 9 (12) 2 (3,80) 0,065° - -
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Tablica 6. (nastavak)

Influenca
(n=64)
I

Bakterijska
pneumonija (n = 75)
]

Kontrola
(n=56)
i

p-vrijednost

Post-hoc test (Tukey)

Usporedba

p-vrijednost

Laboratorijski nalazi pri prijemu:

Leukociti, [10°]/L 7,95 (5,83 - 10,70)

Neutrofili, [10°]/L 6 (3,70 — 7,65)

Limfociti, [10°]/L 1 (0,70 — 1,50)

CRP, mg/L 66 (25,25 — 147,53)

SE, mm/h 23 (16— 54,50)

15,50 (11,50 — 19,70)

13,20 (9,80 — 17,60)

1 (0,80 — 1,50)

276,40 (190,80 — 402,70)

70 (60 — 71,50)

6,30 (5,43 — 7,25)

3,50 (3,10 — 4,25)

1,90 (1,45 — 2,20)

1,35 (0,60 — 3,45)

8 (4-14)

<0,0012

<0,0012

<0,0012

<0,0012

<0,0012

<0,001

0,034
<0,001
<0,001

0,002
<0,001

0,989
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

KOPB, kroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; CRP, C-reaktivni protein; SE, sedimentacija eritrocita.

Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao medijan uz donji i gornji kvartil. 2p-vrijednost ANOVA testa. °p-

vrijednost x>-kvadrat testa.



5.2. Usporedba klini¢kih, radioloskih i laboratorijskih obiljezZja bolesnika s influencom i

bolesnika s bakterijskom pneumonijom pri prijemu

Deskriptivna statistika klinickih 1 radioloskih obiljezja bolesnika s influencom i bolesnika s
bakterijskom pneumonijom pri prijemu prikazana je u Tablici 7. Op¢i simptomi ve¢inom su bili
podjednako izrazeni U obje skupine. Bolesnici s bakterijskom pneumonijom imali su znac¢ajno
veci broj zabiljezenih tresavica (p = 0,012), dok su bolesnici s influencom imali znacajno veéi
udio opceg algickog sindroma (p = 0,043). Od specifi¢nih simptoma, razlika izmedu bakterijske
i virusne infekcije pronadena je u ucestalosti hunjavice (p = 0,002) i grlobolje (p < 0,001) koje
su bile ¢eS¢e u bolesnika s influencom. S druge strane, bol u prsima je bila ucestalija u bolesnika
s bakterijskom pneumonijom (p = 0,014). Bolesnici s bakterijskom pneumonijom su imali
znacajno nizu respiratornu frekvenciju (p = 0,032) i znacajno visu pojavnost sréane frekvencije
> 125 otkucaja/minuti (p = 0,045) u odnosu na bolesnike s influencom. Naposljetku, bolesnici
s bakterijskom pneumonijom imali su znacajno vecu pojavnost pneumonije (radioloski) (p <
0,001) i pleuralnog izljeva (p = 0,011).

Tablica 7. Klinicka i radioloska obiljezja bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom
pneumonijom pri prijemu

Influenca Bakterijska pneumonija ..
(n = 64) (n=175) p-vrijednost
Klini¢ke karakteristike
Opéi simptomi:
Vruéica, n, % 61 (98,40) 75 (100) 0,453?
L\fg‘é‘rf;g‘j::]:gﬁl‘ze(:‘;‘g?( ©). 39,37 (+0,67) 39,41 (0,78) 0,782
Zimica, n, % 37 (69,80) 51 (73,90) 0,3822
Tresavica, n, % 29 (51,80) 51 (72,90) 0,0122
Umor, n, % 31 (58,50) 39 (54,20) 0,383?
Op¢i algicki sindrom, n, % 32 (52,50) 28 (37,80) 0,0632
Glavobolja, n, % 22 (41,50) 34 (51,50) 0,1842
Gubitak teka, n, % 21 (35,00) 32 (42,70) 0,2332
Proljev, n, % 9 (14,80) 17 (22,70) 0,1722
Povracanje, n, % 9 (14,80) 17 (22,70) 0,1722
Specifi¢ni simptomi:
Hunjavica, n, % 34 (55,70) 22 (29,30) 0,0022
Grlobolja, n, % 22 (36,10) 7 (9,60) <0,001?
Kagalj, n, % 61 (98,40) 69 (94,50) 0,238°
- produktivan, n, % 14 (22,95) 26 (37,68) 0,0842
Dispneja, n, % 25 (40,30) 26 (34,70) 0,3072
Hemoptiza, n, % 3 (4,80) 7 (9,30) 0,2522
Bol u prsima, n, % 19 (31,10) 38 (51,40) 0,0142
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Tablica 7. (nastavak)

Influenca Bakterijska pneumonija _vriiednost
(n = 64) (n=75) Pyl
Klini¢ki znakovi:

Dezorijentiranost, n, % 1(1,60) 4 (5,30) 0,248

Respiratorna frekvencija, b

medijan (Q1 — Q3) 20 (18 — 22,5) 18 (16 — 22) 0,032

Respiratorna frekvencija > 30 a

outa/min, n, % 4 (6,50) 3(4) 0,395

Src¢ana frekvencija

otkucaja/minuti, medijan (Q1 — 97 (80 —108,50) 98 (86 —112) 0,423°

Q3)

Src¢ana frekvencija > 125 a

otkucaja/minuti, n, % 0(0) 5 (6,80) 0,045

Sistolicki arterijski talk, srednja b

vrijednost (+SD) 120 (+16,79) 115,39 (¢17,88) 0,125

Sistoli¢ki arterijski tlak < 90 a

mmHg, n, % 5 (8,10) 9(12) 0,321

Dijastolicki arterijski tlak, b

srednja vrijednost (+SD) 70,89 (+£10,42) 70 (£10,78) 0,627

Dijastolicki arterijski tlak < 60 a

mmHg , n, % 22 (34,90) 24 (32) 0,427

Sp02, %, medijan (Q1 - Q3) 95 (90,75 — 96) 96 (93 —-97) 0,061°

Sp02 < 93%, n, % 24 (37,50) 20 (26,70) 0,118?

Radiolos$ke karakteristike (n, %)

Pneumonija, n, % 46 (71,90) 75 (100) <0,0012
- intersticijska 24 (37,50) 2 (2,70) <0,001%
- alveolarna 9 (14,10) 67 (89,30) <0,0012
- mijesani tip 13 (20,31) 5 (6,70) 0,0172
- unilateralna: ~ monofokalna 8 (12,50) 37 (49,33) <0,0012

multifokalna 9 (14,06) 16 (21,33) 0,1872
- bilateralna 29 (45,30) 19 (25,33) 0,0112
Pleuralni izljev, n, % 14 (21,90) 35 (46,70) 0,0022

Q1, prvi kvartil; Q3, tre¢i kvartil, SD, standardna devijacija; SpO2, postotak hemoglobina u perifernoj kapilarnoj krvi koji je zasi¢en
kisikom (engl. saturation of peripheral oxygen, SpO2).

Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao srednja vrijednost uz
standardnu devijaciju ili kao medijan uz donji i gornji kvartil. 2p-vrijednost x>-kvadrat testa. °p-vrijednost t-testa.

Osnovna laboratorijska obiljezja bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom
pneumonijom prikazana su u Tablici 8. Dvije skupine bolesnika pokazale su razliku u
znacajnom broju laboratorijskih parametara. Uocljiva je statisticki znacajna razlika u
hemoglobinu (p = 0,026), hematokritu (p = 0,047), trombocitima (p = 0,005), leukocitima (p <
0,001), neutrofilnim granulocitima (p < 0,001), monocitima (p = 0,039), sedimentaciji (p <
0,001), CRP-u (p < 0,001), prokalcitoninu (p < 0,001), fibrinogenu (p < 0,001), ureji (p <
0,001), kreatininu (p = 0,005), ukupnom bilirubinu (p = 0,001), ALP-u (p = 0,005) i LDH (p =
0,008). Nadalje, relativni udio neutrofilnih granulocita (p < 0,001), limfocita (p < 0,001) i

monocita (p < 0,001) znacajno se razlikovao izmedu dvije skupine bolesnika.
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Tablica 8. Usporedba laboratorijskih nalaza pri prijemu izmedu bolesnika s influencom i
bolesnika s bakterijskom pneumonijom

Influenca
(n=64)

Bakterijska pneumonija

(n=75)

p-vrijednost

Eritrociti, [10*2]/L
Hemoglobin, g/L
Hematokrit, L/L

Trombociti, [10°]/L
Leukociti, [10°]/L
Neutrofilni granulociti, [10°]/L
Limfociti, [10%)/L

Monociti, [10°]/L
Eozinofilni granulociti, [10°)/L
Bazofilni granulociti, [10°])/L
Neutrofilni granulociti, rel %
Limfociti, rel %

Monaociti, rel %

Eozinofilni granulociti, rel %
Bazofilni granulociti, rel %
SE, mm/sat

CRP, mg/L

PCT, pg/L

Fibrinogen, g/L

Ureja, mmol/L

Ureja, > 7 mmol/L, n (%)
Kreatinin, pumol/L

Glukoza, mmol/L

Glukoza > 14 mmol/L, n (%)
Ukupni bilirubin, pmol/L
AST, U/L

ALT, U/L

GGT, U/L

ALP, U/L

CK, U/L

LDH, U/L

IgG, g/L

4,65 (4,40 — 5,12)
141 (130,25 — 153)
0,43 (0,39 — 0,46)
175,50 (127 — 214,50)
7,95 (5,83 — 10,70)
6,00 (3,70 — 7,65)
1 (0,70 — 1,50)
0,70 (0,40 — 1)

0 (0-0,10)
0(0-0,10)
75,40 (65,70 — 81,53)
14,90 (9,73 — 21,13)
9,55 (6,53 — 11,90)
0,25 (0,10 — 0,68)
0,40 (0,20 — 0,68)
23,00 (16,00 — 54,50)
59 (27.5 - 142.2)
0,15 (0,07 — 0,45)
5,05 (4,43 — 5,88)
5,30 (4,20 — 6,55)
10 (0,16)

85 (74,25 — 102,75)
6,50 (5,80 — 7,43)
2 (0,03)

12,50 (9 — 17)

29 (20 — 41,75)
26 (17 — 44)

33 (18 - 75)

68 (56,25 — 77)
155 (74 — 287)
204 (170,25 — 288,50)
9,30 (7,95 — 10,85)

4,59 (4,25 — 4,91)
138 (126 — 145)
0,41 (0,38 — 0,44)
202 (170 — 249,00)
15,50 (11,50 — 19,70)
13,20 (9,80 — 17,60)
1 (0,80 — 1,50)
0,90 (0,60 — 1,20)
0(0-0,10)
0(0-0,10)
86,90 (82,70 — 90,20)
6,70 (4,90 — 10,40)
6 (3,60 - 8)
0,20 (0,10 — 0,40)
0,30 (0,10 — 0,50)
70,00 (60,00 — 71,50)
276 (210.9 — 413.2)
1,65 (0,43 — 6,21)
8,30 (6,40 — 9,90)
6,10 (5,10 - 9,10)
30 (0,40)

95 (79 - 120)
6,65 (5,80 — 7,90)
3(0,04)

14 (11 - 23)

26 (19 - 37)

24 (17— 47)

33 (22— 76)

24 (17 — 47)
100 (47 — 197)
180 (154 — 223)
9,10 (7,50 — 10,75)

0,072
0,026
0,047
0,005
<0,001
<0,001
0,883
0,039
0,390
0,100
<0,001
<0,001
<0,001
0,071
0,073
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,002*
0,005
0,893
0,783*
0,001
0,611
0,639
0,768
0,005
0,140
0,008
0,372

ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; AST, aspartat-aminotransferaza; CRP, C-reaktivni protein; CK, kreatinin kinaza;

PCT, prokalcitonin; GGT, gama-glutamiltransferaza; 19gG, immunoglobulin G; LDH, laktat-dehidrogenaza; SE, sedimentacija eritrocita.

Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao medijan uz donji i gornji

kvartil. Treéi stupac predstavlja p-vrijednost t-testa za usporedbu populacijskih oéekivanja. *p-vrijednost y2-testa.
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Ucestalosti komplikacija i ishoda bolesti u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom

pneumonijom prikazani su Tablici 9. Uocljiva je statisticki znacajna razlika u ucestalosti

bakterijemije/sepse (p < 0,001) i trajanju hospitalizacije (p < 0,001). Bakterijemija/sepsa je bila

znatno ucestalija kod bolesnika s bakterijskom pneumonijom koji su takoder imali znacajno

dulje trajanje hospitalizacije u odnosu na bolesnike s influencom.

Tablica 9. Usporedba ucestalosti komplikacija i ishoda bolesti u bolesnika s influencom i

bolesnika s bakterijskom pneumonijom

Influenca Bakterijska pneumonija vriiednost
(n = 64) (n=75) P
Akutna respiratorna insuficijencija, n, %: 30 (46,90) 26 (34,70) 0,0992
- suplementacija kisikom putem a
nosnog katetera ili maske, n, % 30 (46,90) 26 (34,70) 0,099
-NIV, n, % 2 (3,10) 1(1,30) 0,440°
;] 113/t0ubacua i mehanicka ventilacija, 1(1,60) 1(1,30) 0,711
ARDS, n, % 2 (3,10) 0 (0) 0,210P
Pneumotoraks, n, % 0 (0) 0(0) -
Pleuralni empijem, n, % 0 (0) 1(1,30) 0,540°
Prijem u JIL, n, % 2(3,1) 2 (2,70) 0,628°
Kongestivno sr¢ano zatajenje, N, % 6 (9,40) 6 (8) 0,503°
Hemodinamska nestabilnost s potrebom
za primjenom vazoaktivnih lijekova, n, 1(1,60) 2 (2,70) 0,560°
%
Bakterijemija/sepsa, n, % 0(0) 24 (32) <0,001°
Sistemska upotreba koritkosteroida, n, % 1(1,60) 1(1,30) 0,711°
Trajanje hospitalizacije (dani) 9 (7-10) 11 (9-13) <0,001°¢
Unutarbolni¢ka smrtnost, n, % 0 (0) 2 (2,70) 0,289°

ARDS, akutni respiratorni distres sindrom, NIV, neinvazivna ventilacija; Q1, prvi kvartil; Q3, tre¢i kvartil, SD, standardna devijacija.
Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao srednja vrijednost uz
standardnu devijaciju ili kao medijan uz donji i gornji kvartil. 2p-vrijednost y2-kvadrat testa. °p-vrijednost Fisherovog egzaktnog testa. °p-

vrijednost t-testa.
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S obzirom na tezinu bolesti pri prijemu (na temelju radioloski iskljuene ili potvrdene

pneumonije), skupina bolesnika s influencom (n = 64), podijeljena je u sljedece dvije skupine:
e ispitanici s influencom bez pneumonije (n = 18),
e ispitanici s influencom i s pneumonijom (n = 46).

Osnovna, laboratorijska i radioloska obiljezja navedenih podskupina influence po tezini bolesti
prikazana su u Tablici 10. Za izdvojiti je da se navedene podskupine bolesnika nisu statisticki
znacajno razlikovale prema dobi (p = 0,672). Blaga klinicka slika manifestirala se nizom
razinom gotovo svih ispitivanih laboratorijskih parametara. Bolesnici s blagim stupnjem bolesti
imali su statisticki znacajno niZe razine SE (p < 0,001), CRP-a (p < 0,001) i fibrinogena (p <
0,001) u odnosu na bolesnike s teskim stupnjem bolesti. Prokalcitonin (p = 0,004), leukociti (p
= 0,026) i relativni udio neutrofila (p = 0,030) bili su znacajno nizi u bolesnika s blagim
stupnjem bolesti u odnosu na bolesnike s teSkim stupnjem bolesti. Naposljetku, razine LDH
bile su statisti¢ki znacajno nize u bolesnika s blagim u odnosu na teski stupanj bolesti. Uocljiva
je statisticki znacajna razlika u ucestalosti akutne respiratorne insuficijencije (p < 0,001) i
suplementacije kisikom putem nosnog katetera ili maske (p < 0,001), koje su se pojavljivale
iskljucivo kod bolesnika s influencom s pneumonijom. Trajanje hospitalizacije je takoder bilo

znacajno dulje kod bolesnika s influencom i s pneumonijom (p < 0,001).

Tablica 10. Osnovna i laboratorijska obiljezja te komplikacije i ishod bolesti u bolesnika s
influencom: bolesnici su podijeljeni obzirom na teZinu bolesti pri prijemu na blagu (influenca
bez pneumonije) i tesku influencu (influenca s pneumonijom)

Influenca bez Influenca s
pneumonije pneumonijom p — vrijednost
() an

Osnovna obiljezja:
Broj ispitanika 18 (28,10) 46 (71,90) <0,001t
Dob, godine 54 (47 — 66) 56 (41 — 66) 0,672
Spol, muskarci 12 (66,70) 36 (78,30) 0,352%
Laboratorijska obiljeZja:
SE, mm/h 16 (9,50 — 20) 40 (20 - 60) <0,001*
CRP, mg/L 26 (11,30 — 46,38) 104,15 (50,93 — 197,08) <0,001*
PCT, pg/L 0,09 (0,05 -0,19) 0,20 (0,09 —0,69) 0,004*
Fibrinogen, g/L 4,40 (4,13 -4,93) 5,40 (4,70 — 6,65) <0,001*
Leukociti, [10°]/L 6,85 (4,73 - 7,93) 8,85 (6,20 — 11,30) 0,026
Neutrofili, [10°])/L 5,10 (3,55 - 6,00) 6,50 (4,85 — 8,55) 0,055
Limfociti, [10°]/L 1 (0,80 —1,45) 1 (0,70 - 1,58) 0,906
Neutrofili, rel % 71 (58,30 — 76,05) 76,50 (66,70 — 82,40) 0,030
Limfociti, rel % 17,20 (12,25 - 29,73) 13,90 (8,80 — 20,10) 0,052
Trombociti, [10°]/L 179 (137,75 - 217) 172,50 (126,50 — 216,75) 0,446
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Tablica 10. (nastavak)

Influenca bez Influenca s
pneumonije pneumonijom p-vrijednost
() an

Ureja, mmol/L 4,75 (4,10 — 5,80) 5,35 (4,20 — 6,60) 0,442
Kreatinin, pmol/L 93 (75 - 100,50) 84 (74 — 103,25) 0,942
AST, U/L 23 (19 — 35,50) 31 (20 — 43,25) 0,197
ALT, U/L 19 (13 - 42,75) 27 (18 — 46) 0,211
GGT, U/L 27,50 (12,50 — 82,25) 33 (21,50 - 75) 0,469
ALP, U/L 67,50 (53,25 - 77,25) 69 (55,75 - 77) 0,159
CK, U/L 109,50 (73,25 -251,50) 179,50 (73,25 — 363,75) 0,499
LDH, U/L 172,50 (156,25 - 217,50) 217 (180,25 — 335,75) 0,002*
Komplikacije i ishod
Akutna respiratorna
insuficijencija, n, %: 00 30(65,20) <0,001

- suplementacija kisikom

putem nosnog katetera ili 0 (0) 30 (65,30) <0,001

maske, n, %

-NIV, n, % 0 (0) 2 (4,30) 0,513

- intubacija i mehanicka

ventilacija, n, % 000 1(2.20) 0,719
ARDS, n, % 0 (0) 2 (4,30) 0,513
Pneumotoraks 0 (0) 0(0) -
Pleuralni empijem 0 (0) 0(0) -
Prijem u JIL, n (%) 0 (0) 2 (4,30) 0,513
(I)Zongestivno sréano zatajenje, N, 0(0) 6 (13) 0,125
Hemodinamska nestabilnost s
potrebom za primjenom 0 (0) 1(2,20) 0,719
vazoaktivnih lijekova, n, %
Bakterijemija/sepsa, n, % 0(0) 0(0) -
Sistemska upotreba
koritkosteroida, n, % 000 1(2.20) 0,719
Trajanje hospitalizacije (dani) 6,50 (5,25 - 7,75) 9(8-10) <0,001
Unutarbolnicka smrtnost 0 (0) 0 (0) -

ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; ARDS, akutni respiratorni distres sindrom, AST, aspartat-aminotransferaza; CK,

kretinin kinaza; CRP, C-reaktivni protein; GGT, gama-glutamiltransferaza; JIL, jedinica intenzivnog lije¢enja; LDH, laktat-
dehidrogenaza; NIV, neinvazivna mehanicka ventilacija; PCT, prokalcitonin, SE, sedimentacija eritrocita.
Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao medijan uz donji i gornji
kvartil. P-vrijednost predstavlja p -vrijednost t-testa, osim ako posebnim znakom nije naznaceno drugacije.

*Kkorigirani t-test sa Satterthwaiteovom aproksimacijom stupnjeva slobode, Ty2-kvadrat test jednog uzorka, § y2-kvadrat test dva uzorka.

U skupini ispitanika s bakterijskom pneumonijom, neposredno pri prijemu u bolnicu odreden

je stupanj tezine bolesti uz pomo¢ CURB-65 i PSI/PORT bodovnog sustava (vidi poglavlje
Materijali i metode) (Tablica 11) (104,106).
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Tablica 11. Analiza tezine bolesti pri prijemu u bolesnika s bakterijskom pneumonijom

Svi bolesnici N = 75

Stupanj tezine bakterijske pneumonije

CURB-65 (bodovi) Broj ispitanika (postotak)
0 25 (33,33)
1 23 (30,70)
2 21 (28,00)
3 1(1,33)
4 3(4,00)
5 2(2,27)
Pneumonia Severity Index (bodovi), medijan, IQR

(Min-Max) 69 (54-91) (20 — 168)
Pneumonia Severity Index (klasa)

| 22 (29,30)
1 17 (22,70)
i 17 (22,70)
v 14 (18,70)
\% 5 (6,70)

CURB-65, smetenost, ureja >7 mmol/l; respiratorna frekvencija >30 udaha/min; nizak arterijski krvni tlak (sistolicki <90 mmHg ili
dijastoli¢ki <60 mmHg); i dob > 65 godina; IQR interkvartilni raspon.

Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju (%), a numericke varijable kao medijan uz donji i gornji
kvartil te minimum i maksimum.

Na temelju rezultata PSI/PORT bodovnog sustava pri prijemu, bolesnici s bakterijskom

pneumonijom podijeljeni su u sljedece tri skupine po tezini bolesti:

¢ blaga bakterijska pneumonija — PSI/PORT bodovna klasa I i Il (n = 39),
o srednje teSka bakterijska pneumonija — PSI/PORT bodovna klasa 11l (n = 17),
o teSka bakterijska pneumonija — PSI/PORT bodovna klasa IV i V (n = 19).

Osnovna, laboratorijska i radioloska obiljezja ispitanika s blagom, srednje teSkom i teSkom
bakterijskom pneumonijom prikazana su u Tablici 12. Za izdvojiti je da su bolesnici s blagom
bakterijskom pneumonijom bili statisticki znacajno mladi od bolesnika sa srednje teSkom i
teSkom bakterijskom pneumonijom (p < 0,001). Navedene tri skupine nisu se razlikovale po
spolu. Jedine statisticki zna¢ajne razlike u laboratorijskim parametrima izmedu tri skupine po
tezini bolesti zabiljezene su za ureju i kreatinin. Ucestalosti komplikacija, tijeka i ishoda bolesti
u bolesnika s blagom, srednje teskom i teSkom bakterijskom pneumonijom takoder su prikazane
u Tablici 12. Uocljiva je statisticki znacajna razlika u ucestalosti prijema u JIL (p = 0,048),
kongestivnog sréanog zatajenja (p = 0,017), primjene vazoaktivnih lijekova (p = 0,048),
unutarbolni¢ke smrtnosti (p = 0,048) i trajanju hospitalizacije (p = 0,001). Bolesnici s teSkom
bakterijskom pneumonijom imali su znacajno veci broj prijema u JIL, kongestivnog sréanog
zatajenja, primjene vazoaktivnih lijekova, unutarbolni¢ke smrti i znacajno dulje trajanje

hospitalizacije u odnosu na bolesnike s blagom 1 srednje teSkom bakterijskom pneumonijom.
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Tablica 12. Osnovna, laboratorijska i radioloska obiljezja te komplikacije i ishod bolesti u bolesnika s blagom, srednje teskom i teskom
bakterijskom pneumonijom

Blaga bakterijska Srednje teska bakterijska Teska bakterijska
pneumonija pneumonija pneumonija p-vrijednost Post-hoc test (Tukey)
0] (n ar
Osnovna obiljezja
Broj ispitanika 39 (52,00) 17 (22,70) 19 (25,30) 0,003} - -
Dob, godine 44 (35 - 55) 65 (59 — 70) 76 (67 —81) <0,001 I-11 <0,001
I-11 <0,001
-l 0,08
Spol, muskarci 25 (64,10) 11 (64,70) 15 (78,90) 0,496 - -
Laboratorijski nalazi pri prijemu: Usporedba p-vrijednost
SE, mm/h 69 (60 — 71,50) 70 (60 —72) 68 (59 - 72) 0,910 - -
270,80 (178,60 — 279,10 (177,80 —
CRP, mg/L 386,40) 353,40 (235,25 — 430,10) 402,40) 0,473 - -
PCT, ug/L 0,76 (0,20 — 2,49) 3,16 (0,49 — 8,25) 4,79 (0,69 — 12,94) 0,058* - -
Fibrinogen, g/L 8,80 (6,35 - 9,85) 9,00 (6,98 — 10) 7,95 (6,40 — 10,10) 0,918 - -
Leukociti, [10°)/L 16,10 (11,30 - 19,70) 16,20 (12,25 — 21,65) 14,90 (8,40 — 19) 0,443 - -
Neutrofili, [10°]/L 13,20 (9,50 — 17,60) 14,30 (10,55 — 18,85) 12,30 (6,30 — 16,40) 0,465 - -
Limfociti, [10°]/L 1,20 (0,80 — 1,50) 1,00 (0,60 — 1,70) 0,90 (0,70 - 1,30) 0,727 - -
Neutrofili, rel % 86,90 (79,30 — 90,80) 88,80 (84,25 — 90,50) 85,90 (82,70 — 89,90) 0,490 - -
Limfociti, rel % 7,10 (4,00 — 10,40) 6,30 (5,00 — 9,30) 6,50 (5,20 — 10,90) 0,588 - -
Trombociti, [10°]/L 208 (178 — 249) 200 (174 — 256) 183 (161 - 239) 0,446 - -
Ureja, mmol/L 5,30 (4,40 — 6,40) 6,10 (5,20 — 7,90) 12,00 (9,10 — 13,60) <0,001* I-11 0,735
I-11 <0,001
-1l <0,001
Kreatinin, pmol/L 90 (75 -101) 90 (76,50 — 103) 128 (103 - 176) <0,001* I-11 0,993
I-11 <0,001
-1l 0,001
AST, U/L 29 (22 - 34) 23 (18,50 - 35) 23 (19 - 46) 0,288* - -
ALT, U/L 25 (19 - 48) 19 (13 - 37,50) 23 (13 -41) 0,586 - -
GGT, U/L 43 (27 - 84) 21 (14,50 —59,50) 29 (23 - 44) 0,302 - -
ALP, U/L 83 (64 — 114) 69 (62 — 92,50) 74 (56 — 96) 0,413 - -
112,50 (46,50 — 117,00 (68,00 —
CK, U/L 217,50) 61,00 (34,50 — 149,00) 302,00) 0,670 - -
LDH, U/L 180 (159 — 228) 173 (149 — 214,50) 203 (154 — 258) 0,452* - -
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Tablica 12. (nastavak)

Blaga bakterijska Srednje teska bakterijska Teska bakterijska

pneumonija pneumonija pneumonija p-vrijednost Post-hoc test (Tukey)
(1) an (UL)]
Radioloska obiljezja pneumonije:
- intersticijska 0 (0) 1 (5,90) 1 (5,60) 0,318; - -
- alveolarna 35 (89,70) 15 (88,20) 17 (94,40) 0,797% - -
- mijeSani tip 4(10,30) 1 (5,90) 0 (0) 0,353 - -
- unilateralna 30 (76,90) 10 (58,80) 13 (68,40) 0,380; - -
- bilateralna 8 (20,50) 6 (35,30) 5 (26,30) 0,501 - -
Pleuralni izljev, n (%) 17 (43,60) 9 (52,90) 9 (47,40) 0,810z - -
Tijek i ishod bolesti
Akutna respiracijska
insuficijencija, n (%) 9 (23,10) 9 (52,90) 8 (42,10) 0,071 - -
- suplementacijsa kisika putem
nosnog Katetera ili maske, n (%) 9(23.10) 9(52,90) 8 (42.10) 0,071 i i
- NIV, n (%) 0 (0) 0(0) 1 (5,30) 0,225; - -
- mehani¢ka ventilacija, n (%) 0 (0) 0 (0) 1 (5,30) 0,225 - -
ARDS, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) - - -
Pneumotoraks, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) - - -
Pleuralni empijem, n (%) 0 (0) 1 (5,90) 0 (0) 0,177z - -
Prijem u JIL, n (%) 0 (0) 0 (0) 2 (10,50) 0,048 - -
g/(;)ngestlvno sr¢ano zatajenje, N 0(0) 2 (11,80) 4 (21,10) 0,017+ } }
rI?r(lg}:);ena vazoaktivnih lijekova, 0(0) 0(0) 2 (10,50) 0,048 i i
Bakterijemija/sepsa, n (%) 11 (28,20) 6 (35,30) 7 (36,80) 0,760z - -
Sistemska primjena
kortikosteroida, n (%) 1(2,60) 000 000 0,626 i i
Trajanje hospitalizacije (dani) 10 (8 - 11) 11 (8 — 14,50) 13 (11 -16) 0,001 -1l 0,119
-1l <0,001
-1l 0,262
Unutarbolni¢ka smrtnost, n (%) 0 (0) 0 (0) 2 (2,70) 0,048z - -

ALP, alkalna fosfataza; ALT, alanin-aminotransferaza; ARDS, akutni respiratorni distres sindrom; AST, aspartat-aminotransferaza; CK, kretinin kinaza; CRP, C-reaktivni protein; GGT, gama-
glutamiltransferaza; JIL, jedinica intenzivnog lije¢enja; LDH, laktat-dehidrogenaza; NIV, neinvazivna mehanic¢ka ventilacija; PCT, prokalcitonin, SE, sedimentacija eritrocita; JIL, jedinica intenzivnog
lijecenja.

Kategorijske varijable prikazane su kao frekvencija uz relativnu frekvenciju, a numericke varijable kao medijan uz donji i gornji kvartil. P-vrijednost predstavlja p-vrijednost ANOVA testa, osim ako
posebnim znakom nije naznageno drugacije. *Welch korigirana ANOVA, 1 x*-kvadrat test jednog uzorka, § x*-kvadrat test dva uzorka.



5.3. Rezultati analize N-glikana imunoglobulina G

Oslobodeni IgG N-vezani glikani 64 bolesnika s influencom, 75 bolesnika s bakterijskom
pneumonijom i 56 zdravih kontrola fluorescentno su obiljezeni i analizirani HILIC-UHPLC
metodom, dok su dobiveni kromatogrami integrirani u 24 kromatografska vrha koja su
uglavnom sadrzavala pojedinacne N-glikanske strukture (vidi poglavlje Materijali i metode,
Slika 1) (207).

Iz dobivena 24 kromatografska vrha izracunato je Sest izvedenih glikanskih parametara kako bi
se prikazalo udio strukturno sli¢nih glikanskih struktura koje dijele zajednicki biosintetski put:
e GO — agalaktozilirani N-glikani (N-glikani bez galaktoze),
e G1 - monogalaktozilirani N-glikani (N-glikani s jednom galaktozom),
e (G2 - digalaktozilirani N-glikani (N-glikani s dvije galaktoze),
e S —sijalinizirani N-glikani (N-glikani sa sijalinskom kiselinom),
e F —fukozilirani N-glikani (N-glikani sa srznom fukozom),

e B — N-glikani s ra¢vaju¢im N-acetilglukozaminom (GIcNACc).

Izracun i opis izvedenih glikozilacijskih parametara dani su poglavlju Materijali i metode.
Navedene vrijednosti izvedenih glikozilacijskih parametara izraZzene su kao relativni udio u

ukupnom N-glikomu imunoglobulina G.

Deskriptivna statistika Sest ispitivanih N-glikozilacijskih parametara imunoglobulina G u tri
ispitivane skupine u tri vremenske toCke (mjerenja) prikazana je u Tablici 13. ProSirena
deskriptivna tablica s mjerama rasprSenja za sve 24 pojedinacne glikanske strukture dana je u
Privitku, Tablica 1.

Statisti¢ka analiza provedena je samo na ovih sest izvedenih glikozilacijskih parametara.
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Tablica 13. Deskriptivna statistika sest ispitivanih izvedenih N-glikozilacijskih parametara
imunoglobulina G u tri vremenske tocke (mjerenja) — u skupini bakterijska pneumonija (n =
75), influenca (n = 64) i kontrolnoj skupini (n = 56)

Izvedeni Bakterijska pneumonija Influenca Kontrolna skupina
parametar T e e O
medijan . medijan . medijan .
Min — Max Min — Max Min — Max
(IQR) (IQR) (IQR)

T1 36,20 (10,79) 15,67 - 68,87 33,27 (10,29) 19,53 -59,14 36,00 (12,13) 17,75-52,85
GO T2 36,21 (13,53) 16,27 - 60,13 31,57 (9,45) 19,40 — 49,64 34,03 (12,20) 16,20 — 53,85

T3 37,44 (13,90) 15,54 - 63,89 33,14 (9,45) 15,51 -50,36 36,87 (13,63) 17,31 -49,48

TL  3525(351)  2340-4547 34,74 (345)  28,08-4290 39,17 (6,76) 27,05 46,06
Gl T2  3536(402) 24484600 3500 (3,71)  27,45-4376 3847 (6,89) 26,75 4508

T3  3554(451)  2318-4365  3545(370)  30,34-4355 3506 (6,11) 26,77 42,75

T1I  1213(523)  326-2337  1374(518)  517-2230  1348(545) 6,30 - 24,18
G2 T2 1178615  454-2391 1429 (487)  687-2305  1401(731) 6722633

T3 11,59 (5,13) 4,32 — 24,47 14,08 (5,10) 7,59 — 28,81 12,25 (7,86) 6,75 — 22,59

TL  1722(950)  4,47-27.22 17,82 (6,28)  541-2566 11,75 (6,65) 5,56 — 27,59
S T2  1692(876)  506-2591 18,14 (558) 7,06 26,96 13,03 (6,74) 5,37 - 26,71

T3  1542(792)  535-26,15 17,01 (6,93) 6862448 16,07 (10,86) 6,50 - 26,18

TI  9619(235)  90,73-9898 96 (1,69) 88809918 9836 (214) 92,99 99,17
F T2  9639(275) 9242-9901  9565(2,04)  89,65-98,82  9828(298) 92,78 99,20

T3 96,93 (2,40) 92,67 —-99,13 96,24 (2,15) 93,24 -99,17 96,06 (3,12) 92,95 -98,86

T1I 1725(438)  10,15-27,02 17,94 (4,86)  11,15-2642 16,63 (415) 9,99 26,47
B T2  1498(455)  899-2508  16,65(4,38)  10,63-2500  16,85(455) 10,16 27,24

T3 15,99 (3,67) 10,52 - 26,26 16,85 (3,71) 12,30 - 25,35 18,30 (6,33) 13,49 -26,91

B, N-glikani koji sadrze ra¢vaju¢i GlcNac; F, N-glikani sa srznom fukozom; GO, agalaktozilirani N-glikani; G1, N-glikani s
jednom galaktozom; G2, N-glikani s dvije galaktoze; IQR, interkvartilni raspon; Min — Max; minimalna i maksimalna vrijednost;
S, sijalinizirani N-glikani; T, vrijeme; T1, prvo mjerenje; T2, drugo mjerenje; T3, tre¢e mjerenje;

Navedene vrijednosti izvedenih glikozilacijskih parametara izrazene su kao relativni udio u ukupnom N-glikomu imunoglobulina
G.



5.3.1. Rezultati analize N-glikana imunoglobulina G unutar ispitivanih skupina

Derivirani parametri koji predstavljaju razinu galaktozilacije su GO (svi glikani bez galaktoze),
G1 (svi glikani s jednom galaktozom) 1 G2 (svi glikani s dvije galaktoze). Najznacanije
promjene galaktozilacije bile su zapazene u bolesnika s bakterijskom pneumonijom; izmedu
prve (nulti dan hospitalizacije) i druge (sedam do deset dana nakon hospitalizacije) vremenske
toCke zapazeno je statistiCki znaCajno smanjenje udjela G2 pra¢eno povecanjem udjela GO
(Tablica 14). Udio GO je nastavio rasti izmedu druge i tre¢e vremenske to¢ke (mjesec dana
nakon hospitalizacije), dok za G2 nismo zabiljezili nikakve promjene u navedenom periodu.
Zanimljivo je da je galaktozilacija ostala relativno stabilna u grupi bolesnika s influencom
(jedino je porast G1 izmedu 2. 1 3. vremenske tocke ostao statisti¢ki znac¢ajan nakon korekcije

za viSestruko testiranje) (Tablica 14, Slika 3).
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A GO ukupno T1-T2
Studija Efekt SE 95%~Cl
Kontrola
Kontrola_2018 -0.06 0.0819 -0.06 [-0.22; 0.10]

Kontrola_2020
Linearni mjesoviti model -
Heterogenost I* = 0%, ©° =

-0.00 00614 — -000 [-012 0.12]
-0.03 [-0.12; 0.07]

Influenca
Influenca_2018
Influenca_2019
Influenca_2020
Linearni mje3oviti model —_—
Heterogenost: 12 = 71%, 1° = 0.0142

-0.38 01416 ——%=—— ~0.38 [-0.65; -0.10]
-0.19 0.0724 e -0.19 [-0.33; -0.05]
007 01102 —— 007 [-015; 029]
-0.16 [-0.33; 0.03]

Bakterijska pneumenija

Bakt_pneum_2018 0.23 0.1424 S—®—— 023 [0.05 051]
Bakt_pneum_2019 0.11 0.0807 e 0.11 [-0.01; 0.23]
Bakt_pneum_2020 025 0.1414 T 025 [-0.02; 0.53]
Linearni mjesoviti model e 0.15 [0.04; 0.25]
Heterogenost: 1* = 0%, =0
-06-04-02 0 02 04 06
c G1 ukupno T1 -T2
Studija Efekt SE 95%~=Cl
Kontrola \
Kontrola_2018 -0.01 0.0742 — - =0.01 [-0.15:0.14]
Kontrola_2020 -0.06 0.0701 Z’; -0.06 [-0.20:0.08]
Linearni mjeSoviti model =0.04 [-0.14; 0.06]
Heterogenost: /%= 0%, ©*=0
Influenca
Influenca_2018 0.27 0.1090 ——+=—— 027 [0.06:049]
Influenca_2019 0.10 0.0811 T 0.10 [-0.08:0.26]
Influenca_2020 0.02 0.1462 e 0.02 [-0.27:0.31]

Linearni mjesoviti model —
Heterogenost: 12 = 18%, <% = < 0.0001

0.14 [0.02; 0.26]

Bakterijska pneumonija
Bakt_pneum_2018 -0.16 0.1480 —————1—

-0.16 [-0.45:0.13]
Bakt_pneum_2019 0.01 0.0797 —— 0.01 [-0.14;0.17]
Bakt_pneum_2020 30:0.21]

-0.04 0.1291 -0.04 [-0.30; 0.
Linearni mjesovm model =0.03 [-0.15; 0.09]
Heterogenost: 1 = 0%, ©* =0

-04 -02 0 02 04

E G2 ukupno T1 -T2
Studija Efekt SE 95%=Cl
Kontrola
Kontrola_2018 0.06 0.0786 0.06 [-0.09: 0.22]
Kontrola_2020 0.01 0.0470 E = 0.01 [-0.08; 0.11]
Linearni mjesoviti model 4= 0.03 [-0.05; 0.11]

Heterogenost: /%= 0%, t*= 0

Influenca

Influenca_2018 0.26 0.1839 — 026 [-0.10; 0.62]
Influenca_2019 0.22 0.0830 —a— 022 [0.05; 0.38]
Influenca_2020 -0.03 0.0894 —— -0.03 [-0.20; 0.15]
Linearni mjesoviti model — 0.12 [-0.03; 0.27]

Heterogenost: 1% = 57%, t* = 0.0065

Bakterijska pneumonija

Bakt_pneum_2018 -0.41 0.1368 ———
Bakt_pneum_2019 -0.17 0.0726 — |
Bakt_pneum_2020 -0.37 0.1239 ——=%——
Linearni mjesoviti model _
Heterogenost: 12 = 45%, = 0.0032

-041 [osa 014]

027 [-0.40; -0.14]

-0.6-04-02 0 02 04 08

GO ukupno T2-T3
Studija Efekt  SE 95%~Cl

Kontrola

Kontrola_2018 0.21 0.1131 —=—— 0.21 [-0.01;043]
Kontrola_2020 -0.07 0.0531 — T -0.07 [-0.17;0.03]
Linearni mjeoviti model —_— 0.03 [-0.15: 0.21]

Heterogenast: /% =80%, t° = 0.0104

Influenca

Influenca_2018 014 01133 —_ 0.14 [-0.08; 0.36]
Influenca_2019 0.14 0.1326 —_—t 0.14 [-0.12; 0.40]
Influenca_2020 -0.14 01318 ————— -0.14 [-0.40;0.12]
Linearni mje3oviti model —_— 0.06 [-0.09: 0.20]

Heteragenost: 12 = 37%, T = 0.0002

Bakterijska pneumonija

Baki_pneumn_2018 0.08 01220 —t— 0.08 [-0.16;0.32)
Baki_pneum_2019 0.19 0.0668 —m 0.19 [0.05;0.32]
Bakt_pneum_2020 0.19 0.1434 —T—*—— 0.19 [-0.09; 0.47]

Linearni mje3oviti model _ 0.16 [0.06; 0.27]

Heteragenost: 1% =0%, =0

-04 -02 0 02 04

G1 ukupno T2 - T3

Studija Efekt  SE 95%-Cl
Kontrola

Kontrola_2018 -0.10 0.1334 -0.10 [-0.36; 0.17]
Kontrola_2020 -0.04 0.0595 - -0.04 [-0.16;0.07]
Linearni mje3oviti model = -0.05 [-0.16; 0.05]

Heterogenost: ?=0%, =0

Influenca

Influenca_2018 0.11 0.0964 e 0.11 [-0.08; 0.30]
Influenca_2019 0.20 0.1167 T 0.20 [-0.03; 0.43]
Influenca_2020 0.29 0.1608 +———— 0.29 [-0.03; 0.60]

Linearni mjesoviti model _
Heterogenost: /% =0%, <*= 0

047 [0.04; 0.30]

Bakterijska pneumonija

Bakt_pneum_2018 -0.13 0.1068 -0.13 [-0.34; 0.08]
Bak{_pneum_2019 -0.01 0.0683 -0.01 [-0.14;0.13]
Bak{_pneum_2020 0.01 0.1535 001 [-0.29; 0.31]

Linearni mjeSoviti model -0.04 [-0.14; 0.07]

Heterogenost: /2 =0%, t*=0

-06-04-02 0 02 04 06

G2 ukupno T2 — T3

Studija Efekt SE 95%=Cl
Kontrola
Kontrola_2018 -0.26 0.1306 ———— -0.26 [-0.51;0.00]
Kontrola_2020 0.09 0.0369 - 0.09 [0.01;0.16]
Linearni mjeSoviti model s s—— =0.04 [-0.25; 0.18]
Heterogenost: /2= 84%, 7 =0.0177
Influenca
Influenca_2018 0.02 0.0940 — 0.02 [-0.17;0.20]
Influenca_2019 -0.00 0.1375 —_— -0.00 [-0.27;0.26]
Influenca_2020 0.17 0.1033 — 0.17 [-0.03; 0.37]
Linearni mjesovltl model _— 0.07 [-0.05; 0.19]
Heterogenost: 12=0%, ¥=0
Bakterijska pneumonija
Bakt_pneum_2018 0.04 0.1188 — 0.04 [-0.19;0.27]
Bakt_pneum_2019 0.05 0.0766 —— 0.05 [-0.10;0.20]
Bakt_pneum_2020 0.06 0.1049 R e 0.06 [-0.15;0.26]
Linearni mjeoviti modiel _— 0.05 [-0.06; 0.16]
Heterogenost: 12=0%, =0

T 1 1

-04 =02 0 02 04

Slika 3. Grafikon raspona pouzdanosti za meta-analize procijenjenih efekata vremena na kretanje ukupnih razina
A) GO (svi glikani bez galaktoze) izmedu prvog i drugog mjerenja, B) GO izmedu drugog i tre¢eg mjerenja, C) G1
(svi glikani s jednom galaktozom) izmedu prvog i drugog mjerenja, D) G1 izmedu drugog i treceg mjerenja, E) G2
(glikani s dvije galaktoze) izmedu prvog i drugog mjerenja te F) G2 izmedu drugog i treceg mjerenja unutar
kontrolne skupine, skupine influence te skupine bakterijske pneumonije. Meta-analize su provedene primjenom
modela slucajnog ucinka (od engl. random-effects model). Srediste kvadrata predstavija tockovnu procjenu efekta
vremena dok pridruzena horizontalna linija predstavija 95%-mi interval pouzdanosti za tockovnu procjenu efekta.
Velicina kvadrata proporcionalna je pridruzenoj tezini koju navedena komponenta poprima u izracunu ukupnog
(od engl. pooled) efekta. Srediste romba predstavija rezultirajuci ukupni efekt meta-analize, dok Sivina romba
predstavlja 95%-tni interval pouzdanosti za tockovau procjenu ukupnog efekta. Statisticki znacajni procijenjeni
efekti vremena su linije koje ne sijeku okomitu liniju u nula. SE, standardna pogreska (od engl. standard ervor);
95% Cl, 95%-tni interval pouzdanosti (od engl. confidence interval).
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Opsezne 1 statisticki visoko znacajne promjene u dodavanju terminalne sijali¢ne kiseline N-
glikanima 1gG-a opazene su izmedu 2. i 3. vremenske tocke u obje grupe bolesnika i promjene
su bile u istom smjeru — udio sijaliniziranih glikanskih struktura se smanjio neovisno o uzroku
bolesti (Tablica 14, Slika 4). Postotak sijalinizacije se takoder povec¢ao izmedu prve i druge
vremenske toc¢ke u bolesnika s influencom u sve tri analizirane sezone, ali ova promjena nije

dosegla statisticku znacajnost (Tablica 14, Slika 4).

A S ukupno T1 -T2 B S ukupno T2 - T3

Studija Efekt SE 95%~Cl Studija Efekt SE 95%~Cl
Kontrola | Kontrola
Kontrola_2018 0.02 0.1225 —e— 002 [-0.22;0.26] Kontrola_2018 -0.48 0.1539 —=— -0.48 [-0.78; -0.17]
Kentrola_2020 0.06 0.1389 — 0.06 [-0.21:0.33] Kontrela_2020 0.17 0.1166 T 0.17 [-0.06; 0.39]
Linearni miesoviti model - 0,04 [-0.14; 0.22] Linearni mjesoviti model —— -0.14 [-0.58; 0.30]
Heterogenost: 1~ = 0%, 2=0 Helerogenost: /“ =091%, «° = 0.0840
Influenca Influenca
Influenca_2018 0.79 0.1975 —=—— 079 [041;1.18] Influenca_2018 -0.57 01447 —=— -0.57 [-0.85; -0.28]
Influenca_2018 0.17 0.1065 T 0.17 [-0.04;0.38] Influenca_2019 -0.47 0.0855 — -0.47 [-0.64; -0.31]
Influenca_2020 0.04 0.1189 L 0.04 [-0.19:0.28] Influenca_2020 -0.32 0.1785 L -0.32 [-0.67. 0.03]
Linearni mje3oviti model el 0.30 [-0.04; 0.63] Linearni mjesoviti model - =0.47 [-0.61; -0.34]
Helerogenost: 12 = 81%, ©° = 0.0655 Heterogenost: /2= 0%, =0
Bakterijska pneumonija Bakterijska pneumonija
Baki_pneum_2018 -0.23 0.1831 — -0.23 [-0.59;0.13] Bakt_pneum_2018 -0.12 0.1702 —— -0.12 [-0.45; 0.22]
Bakt_pneum_2019 -0.03 0.0775 - -0.03 [-0.18:0.12] Bakt_pneum_2019 -0.40 0.0853 - -0.40 [-0.53; -0.28]
Bakt_pneum_2020 -0.14 0.1728 —— -0.14 [-0.48:0.20] Bakt_pneum_2020 -0.58 0.1540 -0.58 [-0.89: -0.28]
Linearni mjesoviti model < =0.07 [=0.20; 0.06] Linearni mjeSoviti model - =0.40 [-0.51; =0.29]
Heterogenost: 12 = 0%, ¥ =0 Heterogenost. 12 = 52%, ¢ = < 0.0001

| e e — | o e—

-1 -05 0 05 1 -0.5 0 05

Slika 4. Grafikon raspona pouzdanosti za meta-analize procijenjenih efekata vremena na kretanje ukupnih razina
sijaliniziranih glikanskih struktura (S) izmedu A) prvog i drugog mjerenja (T1-T2) te B) drugog i treceg mjerenja
(T2-T3) unutar kontrolne skupine, skupine influence te skupine bakterijske pneumonije. Meta-analize su provedene
primjenom modela slucajnog ucinka (od engl. random-effects model). Srediste kvadrata predstavija tockovnu
procjenu efekta vremena na kretanje ukupnih razina S, dok pridruzena horizontalna linija predstavlja 95%-tni
interval pouzdanosti za tockovnu procjenu efekta. Velicina kvadrata proporcionalna je pridruzenoj teZini koju
navedena komponenta poprima u izracunu ukupnog (od engl. pooled) efekta. Srediste romba predstavija
rezultirajudi ukupni efekt meta-analize, dok Sirina romba predstavija 95%-tni interval pouzdanosti za tockovnu
procjenu ukupnog efekta. Statisticki znacajni procijenjeni efekti viemena su linije koje ne sijeku okomitu liniju u
nula. SE, standardna pogreska (od engl. standard error); 95% CI, 95%-tni interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval).

Prisutnost srzne fukoze mijenjala se znacajno izmedu svih vremenskih to¢aka. Izmedu prve 1
druge vremenske toCke smjer promjena je bio suprotan za skupinu influence i skupinu
bakterijske pneumonije. Koli¢ina fukoze se smanjila u bolesnika s influencom dok se povecala
u bolesnika s bakterijskom pneumonijom (Tablica 14, Slika 5). Medutim, izmedu druge i trece
vremenske tocke udio srzne fukoze se povecao u svih bolesnika bez obzira na tip bolesti

(Tablica 14, Slika 5).
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A F ukupno T1 -T2 B F ukupno T2 - T3

Studija Efekt SE 95%=Cl Studija Efekt SE 95%=CI
Kontrola Kontrola
Kontrola_2018 0.06 0.0874 - 0.06 [-0.11; 0.24] Kontrola_2018 0.11 0.1586 - 0.11 [-0.19;0.42]
Kontrola_2020 -0.08 0.0835 —- -0.08 [-0.25: 0.08] Kontrola_2020 0.07 0.0520 - 0.07 [-0.03:0.17]
Linearni mjeSoviti model == =0.01 [-0.13; 0.11) Linearni mjesoviti model == 0.07 [-0.02; 0.17]
Heterogenost: 1% = 22%, 1° = < 0.0001 Heterogenost: (= 0%, =0
Influenca Influenca
Influenca_2018 -0.19 0.3168 — =-0.19 [-0.81: 0.43] Influenca_2018 0.60 0.2081 —=—— 060 [0.19:1.01]
Influenca_2019 -0.22 0.0809 — -0.22 [-0.38; -0.08] Influenca_2019 0.47 0.0905 — 0.47 [0.30;0.85]
Influenca_2020 -0.26 0.1638 — = -0.26 [-0.58: 0.08] Influenca_2020 049 0.2032 —#—— 049 [0.09;0.89]
Linearni mjesoviti model _— -0.23 [-0.37; =0.09] Linearni mjesoviti model - 0.49 [0.34; 0.64]
Heterogenost: /2 = 0%, 12 = 0 Heterogenost /2= 0%, 2 =0
Bakterijska pneumonija Bakterijska pneumonija
Bakt_pneum_2018 0.33 0.1921 T—%—— 033 [-0.04: 0.71] Bakt_pneum_2018 0.19 0.1381 e 0.19 [-0.08: 0.46]
Bakt_pneum_2019 0.14 0.0808 P 0.14 [-0.02; 0.29] Bakt_pneum_2019 0.34 0.0879 —— 0.34 [0.17:0.51]
Baki_pneum_2020 0.28 0.0804 - 028 [0.12: 0.44] Bakt_pneum_2020 0.30 0.1076 - 0.30 [0.09:0.51]
Linearni mjesoviti model - 0.22 [0.11; 0.33) Linearni mjesoviti model <= 0.30 [0.18;0.42]
Heterogenost: /%= 1%, ©* =0 Heterogenost: = 0%, =0
| — | E—— —
-0.5 0 05 =1 =05 Q 0.5 1

Slika 5. Grafikon raspona pouzdanosti za meta-analize procijenjenih efekata vremena na kretanje ukupnih razina
glikanskih struktura sa srznom fikozom (F) izmedu A) prvog i drugog mjerenja (T1-T2) te B) drugog i treceg
mjerenja (T2-T3) unutar kontrolne skupine, skupine influence te skupine bakterijske pneumonije. Meta-analize su
provedene primjenom modela slucajnog ucinka (od engl. random-effects model). Srediste kvadrata predstavija
tockovnu procjenu efekta vremena na kretanje ukupnih razina S, dok pridruzena horizontalna linija predstavlja
95%-tni interval pouzdanosti za tockovnu procjenu efekta. Velicina kvadrata proporcionalna je pridruzenoj tezini
koju navedena komponenta poprima u izvacunu ukupnog (od engl. pooled) efekta. Srediste romba predstavija
rezultirajuci ukupni efekt meta-analize, dok Sirina romba predstavija 95%-tni interval pouzdanosti za tockovnu
procjenu ukupnog efekta. Statisticki znacajni procijenjeni efekti viemena su linije koje ne sijeku okomitu liniju u
nula. SE, standardna pogreska (od engll. standard error); 95% Cl, 95%-tni interval pouzdanosti (od engl.
confidence interval).

Suprotno fukozilaciji, prisutnost racvajueg GIcNAc se znafajno smanjila u obje grupe
bolesnika izmedu prve i druge vremenske tocke. Nadalje, izmedu druge i tre¢e vremenske tocke
doslo je do statisticki znacajnog povecanja udjela racvaju¢eg GIcNAc u bolesnika s
bakterijskom pneumonijom dok je udio racvaju¢eg GlcNAc ostao nepromijenjen tijekom ovog

perioda u skupini bolesnika s influencom (Tablica 14, Slika 6).
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A B ukupno T1 -T2

Studija Efekt  SE

Kontrola

Kontrola_2018 0.03 0.0364

Kontrola_2020 0.09 0.0563 =
Linearni mjesoviti model ©
Heterogenost: /%= 0%, ¥ =0

Influenca

Influenca_2018 -0.32 0.1738 —FT
Influenca_2019 -0.35 0.0756 —
Influenca_2020 -0.46 0.1470 ——
Linearni mjsoviti model =

Heterogenost: /> = 0%, ¥ =0

Bakterijska pneumonija

Bakt_pneum_2018 -0.74 0.0892 —#—

Bakt_pneum_2019 -0.46 0.0920 -

Bakt_pneum_2020 -0.81 0.1568 —=—

Linearni mjedoviti model -

Heterogenost: /2 = 68%, * = 0.0119
Tt 1
-1 -05 0 05 1

95%~Cl

0.03 [-0.04; 0.10]
009 [-0.02; 0.20]
0.05 [-0.01; 0.11]

-0.32 [-0.66: 0.02]
-0.35 [-0.50; -0.21]
-0.46 [-0.75; -0.17)
=0.37 [~0.49; =0,25]

-0.74 [-0.91: -0.56)
-0.46 [-0.64; -0.28)
-0.81 [-1.11: -0.50]
-0.64 [~0.82; ~0.47)

B ukupno T2 -T3

Studija Efekt SE
Kontrola
Kontrola_2018 -0.19 0.0891

Kontrola_2020 -0.05 0.0596
Linearni mj:éuw_‘ill model
Heterogenost: 1< = 40%, &= 200001

Influenca

Influenca_2018 -0.15 0.1093
Influenca_2019 0.08 0.0841
Influenca_2020 0.07 0.1595

Linearni mjegoviti model
Heterogenost: 1% = 32%, +* = 0.0007

Bakterijska pneumonija

Bakt_pneum_2018 0.40 0.0669
Bakt_pneum_2019 0.18 0.0834
Bakt_pneum_2020 0.36 0.1138

Linearni mjesoviti model
Heterogenost: 12 = 56%, < = 0.0040

—r 1T
-04-02 0 02 04

95%~Cl

-0.19 [-0.36; -0.01)
-0.05 [-0.17; 0.07)
-0.09 [-0.19; 0.00]

-0.15 [-0.37. 0.06]
0.08 [-0.09; 0.24]
0.07 [-0.25; 0.38]
0,00 [-0.12; 0.13]

040 [0.27; 0.53]
0.18 [0.02; 0.34]
0.36 [0.14; 0.58]
032 [0.20; 0.44]

Slika 6. Grafikon raspona pouzdanosti za meta-analize procijenjenih efekata vremena na kretanje ukupnih razina
glikanskih struktura s racvajucim N-acetilglukozaminom (B) izmedu A) prvog i drugog mjerenja (T1-T2) te B)
drugog i treceg mjerenja (T2-T3) unutar kontrolne skupine, skupine influence te skupine bakterijske pneumonije.

Meta-analize su provedene primjenom modela slucajnog ucinka (od engl. random-effects model). Srediste

kvadrata predstavija tockovnu procjenu efekta vremena na kretanje ukupnih razina S, dok pridruzena horizontalna
linija predstavlja 95%-tni interval pouzdanosti za tockovnu procjenu efekta. Velicina kvadrata proporcionalna je

pridruzenoj tezini koju navedena komponenta poprima u izracunu ukupnog (od engl. pooled) efekta. Srediste

romba predstavija rezultirajuci ukupni efekt meta-analize, dok Sirina romba predstavija 95%-tni interval
pouzdanosti za tockovnu procjenu ukupnog efekta. Statisticki znacajni procijenjeni efekti vremena su linije koje ne
sijeku okomitu liniju u nula. SE, standardna pogreska (od engl. standard ervor); 95% CI, 95%-tni interval
pouzdanosti (od engl. confidence interval).

Nismo zabiljezili bilo kakve zna¢ajne promjene u sastavu N-glikana imunoglobulina G zdravih

kontrola (Tablica 14, Slika 3, Slika 4, Slika 5, Slika 6).

Cjeloviti rezultati analize Sest izvedenih parametara glikozilacije imunoglobulina G unutar tri

ispitivane skupine dani su u Tablici 14, dok su rezultati analize za sve 24 pojedina¢ne glikanske

strukture unutar svake ispitivane skupine dani u Privitku.
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Tablica 14. Promjene izvedenih parametara glikozilacije imunoglobulina G izmedu tri
vremenske tocke (mjerenja) unutar ispitivanih skupina

Izvedeni Skupina Vremens_ko Efe_kt Standardna p-vrijednost Prilagodena Znacajnost

parametar razdoblje  (razlika) pogreska p-vrijednost*

GO Influenca T1-T2 -0,153 0,092 0,095 0,201 NS
GO Influenca T2-T3 0,056 0,073 0,445 0,640 NS
G1 Influenca T1-T2 0,139 0,060 0,020 0,050 NS
G1 Influenca T2-T3 0,171 0,068 0,011 0,031 p<0,05
G2 Influenca T1-T2 0,122 0,077 0,112 0,212 NS
G2 Influenca T2-T3 0,070 0,062 0,263 0,449 NS

S Influenca T1-T2 0,295 0,169 0,080 0,180 NS

S Influenca T2-T3 -0,472 0,068 0,000 0,000 p<0,01
F Influenca T1-T2 -0,227 0,071 0,001 0,005 p<0,01
F Influenca T2-T3 0,493 0,077 0,000 0,000 p<0,01
B Influenca T1-T2 -0,369 0,063 0,000 0,000 p<0,01
B Influenca T2-T3 0,001 0,064 0,993 0,993 NS
GO Bakt pneum T1-T2 0,146 0,052 0,005 0,015 p<0,05
GO Bakt pneum T2-T3 0,165 0,054 0,002 0,008 p<0,01
Gl Bakt pneum T1-T2 -0,030 0,062 0,628 0,729 NS
Gl Bakt pneum T2-T3 -0,036 0,054 0,504 0,658 NS
G2 Bakt pneum T1-T2 -0,268 0,068 0,000 0,000 p<0,01
G2 Bakt pneum T2-T3 0,050 0,055 0,365 0,548 NS

S Bakt pneum T1-T2 -0,072 0,066 0,274 0,449 NS

S Bakt pneum T2-T3 -0,397 0,057 0,000 0,000 p<0,01
F Bakt pneum T1-T2 0,220 0,055 0,000 0,000 p<0,01
F Bakt pneum T2-T3 0,297 0,061 0,000 0,000 p<0,01
B Bakt pneum T1-T2 -0,643 0,088 0,000 0,000 p<0,01
B Bakt pneum T2-T3 0,318 0,061 0,000 0,000 p<0,01
GO Kontrola T1-T2 -0,026 0,050 0,604 0,724 NS
GO Kontrola T2-T3 0,033 0,092 0,722 0,788 NS
Gl Kontrola T1-T2 -0,037 0,051 0,472 0,654 NS
Gl Kontrola T2-T3 -0,052 0,054 0,338 0,529 NS
G2 Kontrola T1-T2 0,026 0,040 0,512 0,658 NS
G2 Kontrola T2-T3 -0,035 0,111 0,750 0,794 NS

S Kontrola T1-T2 0,040 0,092 0,662 0,744 NS

S Kontrola T2-T3 -0,140 0,226 0,537 0,667 NS

F Kontrola T1-T2 -0,013 0,060 0,833 0,857 NS

F Kontrola T2-T3 0,072 0,049 0,143 0,257 NS
B Kontrola T1-T2 0,050 0,031 0,103 0,206 NS
B Kontrola T2-T3 -0,093 0,050 0,062 0,148 NS

B, N-glikani koji sadrze ra¢vaju¢i N-acetilgluktozamin; F, N-glikani sa srznom fukozom; GO, agalaktozilirani N-glikani; G1, N-glikani s
jednom galaktozom; G2, N-glikani s dvije galaktoze; NS, nije znacajno; S, sijalinizirani N-glikani;

* prilagodba za visestruko testiranje pomo¢u Benjamini-Hochbergovog postupka.
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5.3.2. Rezultati analize N-glikana imunoglobulina G izmedu ispitivanih skupina

Buduc¢i da je ukupan broj ispitanika u tri skupine bio nejednak i budu¢i da je svaka od skupina
promatrana u tri vremenske tocke, statistiCku analizu razlika u kretanju udjela izvedenih
glikozilacijskih parametara izmedu skupina proveli smo koriste¢i linearni mjeSoviti model.
Ovom metodom, za razliku od analize varijance (engl. analysis of variance, ANOVA) pristupa,
ne iskljucujemo ispitanike kojima nedostaje jedno ili viSe mjerenja te na taj nacin povecavamo
snagu studije. Nadalje, s obzirom da je skupina kategorijska varijabla s tri razine, a linearni
model prihvaca samo jednu razinu kao referentnu, bilo je potrebno provesti dva linearna
mjesovita modela kako bismo dobili sve tri usporedbe medu skupinama — jedan model sa
skupinom bakterijske pneumonije kao referentnom, te drugi model sa skupinom influence kao

referentnom skupinom.

Na Slici 7, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu agalaktoziliranih N-glikana (GO0)
IgG-a za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske pneumonije, influence i unutar kontrolne

skupine. Skupina bakterijska pneumonija ima vidljivo najvise prosje¢ne udjele GO.

Bait_poeum Influenca Konsrolna_skupina

G0

Vrieme

Slika 7. Promjene udjela agalaktoziliranih N-glikana (GO) imunoglobulina G kroz tri vremenske tocke (mjerenja) u
skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju vrijednosti udjela GO za svakog
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pojedinacnog ispitanika kroz tri viemenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju srednje vrijednosti udjela GO pri
prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjesSovitog modela za GO pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki
znacajan (p = 0,013, Tablica 15), $to bi znacilo da su se poc¢etna mjerenja udjela GO za pojedine
skupine u vremenu T1 znacajno razlikovala. Skupina bakterijske pneumonije imala je vise
udjele GO u odnosu na skupinu influence u vremenu T1 (Slika 8).

Tablica 15. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za agalaktozilirane N-glikane (GO) imunoglobulina G koristeci Satterthwaiteovu metodu

adrata _ivacrati__slopoge_ F3stka_ prvrjednos
Vrijeme 24,67 12,33 2 1,660 0,19
Skupina 65,54 32,77 2 4,410 0,013
Spol 15,47 15,47 1 2,083 0,151
Godine 814,09 814,09 1 109,562 <2,2x 1076
Sezona 362,59 181,30 2 24,400 3,83x 100
Vrijeme:Skupina 276,98 69,24 4 9,319 3,90 x 107

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Unutar skupine bakterijska pneumonija, pokazan je statisticki znacajan porast u udjelu GO u
drugom (Br2 = 1,590, p = 0,0006) i treéem mjerenju (Brs = 2,923, p = 3,12 x 10°) u odnosu na
prvo mjerenje (Tablica 16).

Tablica 16. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se

ispitala razlika u udjelu agalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G0) izmedu razlicitih
skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: GO (B, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi 'y 25,079 (1,822) <2x107%8
Vrijeme T2 1,590 (0,456) 0,0006
Vrijeme T3 2,923 (0,479) 3,12x10°
Skupina Influenca -1,740 (1,413) 0,862
Skupina Kontrolna skupina -1,319 (1,398) 0,220
Spol: Zenski -1,512 (1,048) 0,151
Godine 0,287 (0,027) <2x1071¢
Sezona 2019 -7,879 (1,277) 4,15x 10°
Sezona 2020 -7,105(1,229) 3,06 x 108
Vrijeme T2: Skupina Influenca -2,967 (0,669) 1,26 x 10
Vrijeme T3: Skupina Influenca -3,838 (0,715) 1,51 x 107
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina -1,990 (0,697) 0,005
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina -3,322 (0,887) 0,0002

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjeénu vrijednost udjela GO za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu
2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Kod influence, udio GO bio je nizi u drugom (Br2 = -1,377, p = 0,005) i trecem mjerenju (Br3 =
-0,915, p = 0,085) u odnosu na prvo mjerenje, iako je samo drugo mjerenje bilo statisticki
znacajno nize (Tablica 17).

Tablica 17. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se

ispitala razlika u udjelu agalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G0) izmedu razlicitih
skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: GO (B, SE) p-vrijednost
Odsjeéak na osiy 24,873 (1,850) <2x1016
Vrijeme T2 -1,377 (0,489) 0,005
Vrijeme T3 -0,915 (0,530) 0,085
Skupina Bakterijska pneumonija 0,206 (1,188) 0,862
Skupina Kontrolna skupina -1,534 (1,533) 0,318
Spol: Zenski -1,512 (1,048) 0,151
Godine 0,287 (0,027) <2x10%
Sezona 2019 -7,879 (1,277) 4,15x 10°
Sezona 2020 -7,105 (1,229) 3,06 x 108
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija 2,967 (0,669) 1,26 x 10
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija 3,838 (0,715) 1,51 x 107
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 0,978 (0,719) 0,175
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 0,516 (0,916) 0,573

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela GO za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018
(referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Ovaj suprotan smjer kretanja udjela GO izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence u
skladu je s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine skupine, navedenih

u poglavlju 5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela GO izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i skupine pokazala se statisticki zna¢ajnom (p = 3,90 x 107, Tablica 15).

Pripadnost odredenoj skupini imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela GO kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 16, Tablica 17) mozemo zakljuciti da je
promjena u udjelu GO izmedu vremena T1 i T2 bila zna¢ajno manja u skupini influence u
odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 1,26 x 10°). Takoder, promjena u udjelu GO
izmedu vremena T1 i T3 bila je znacajno manja u skupini influence u odnosu na skupinu

bakterijske pneumonije (p = 1,51 x 107). U odnosu na kontrolnu skupinu, jedino je skupina
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bakterijske pneumonije imala statisticki znacajno razli¢itu promjenu u udjelu GO izmedu

vremena T11 T2 (p =0,005) i vremena T1 i T3 (p = 0,0002, Tablica 16).

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine
skupine, navedenih u poglavlju 5.3.1., gdje su najvece razlike u udjelu GO izmedu triju
vremenskih tocaka takoder nadene u skupini bakterijske pneumonije. Visoka znacajnost razlike
u promjeni udjela GO iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence
ima potencijalan dijagnosti¢ki znacaj. Kod bakterijske pneumonije je primjetan rast udjela GO
izmedu tocke T1 i T2, dok je u isto vrijeme kod influence primjetan pad udjela GO (Slika 8).
Ova znacajna razlika u smjeru kretanja, koja je ujedno kontrolirana na utjecaj dobi i spola,

potencijalno moze sluziti kao dijagnosticki kriterij kod odredivanja vrste bolesti.

38-

37-

36- Skupina
X Bakterijska pneumonija
o ——
o Influenca

—=— Kontrolna skupina

35-

34-

33-

T T2 T3
Vrijeme

Slika 8. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela agalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G0)
dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od
prijema u bolnicu.
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Na Slici 9, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu monogalaktoziliranih N-glikana
(G1) imunoglobulina G za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske pneumonije, influence

i kontrolne skupine.

Baki_pneum Influenca Kontroina_skupina

[=3]

Rk

o4-

m Tz T2 m Tz T2 m Tz
Vrieme

Slika 9. Promjene udjela N-glikana s jednom galaktozom (G1) imunoglobulina G kroz tri viremenske tocke
(mijerenja) u skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju vrijednosti udjela G1
za svakog pojedinacnog ispitanika kroz tri viemenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju srednje vrijednosti udjela
G1 pri prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za G1 pokazali su kako glavni efekt skupine nije
statisticki znacajan (p = 0.168, Tablica 18), $to bi znacilo da se po¢etna mjerenja G1 za pojedine

skupine u vremenu T1 nisu znacajno razlikovala.
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Tablica 18. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za monogalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G1) koristeci Satterthwaiteovu metodu

wadrata _iwadrati__ siopods _Fetstka_ pvrijednost
Vrijeme 0,004 0,002 2 0,003 0,99
Skupina 2,98 1,49 2 1,801 0,168
Spol 0,33 0,33 1 0,404 0,526
Godine 31,32 31,32 1 37,842 4,55 x 10°
Sezona 102,35 51,17 2 61,84 <2,2x1076
Vrijeme:Skupina 16,06 4,01 4 4,850 0,0008

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Unutar skupine bakterijske pneumonije, pokazan je statisti¢ki znacajan pad u udjelu G1 u

tre¢em mjerenju (B3 = -0,465, p = 0,004) u odnosu na prvo mjerenje (Tablica 19).

Tablica 19. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu monogalaktoziliranih N-glikana (G1) imunoglobulina G izmedu

razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: G1 (f, SE)

p-vrijednost

Odsjeéak na osiy 42,37 (0,74) <2x107%6
Vrijeme T2 -0,260 (0,152) 0,090
Vrijeme T3 -0,465 (0,160) 0,004
Skupina Influenca -0,020 (0,474) 0,967
Skupina Kontrolna skupina 0,787 (0,566) 0,166
Spol: Zenski 0,270 (0,425) 0,526
Godine -0,068 (0,011) 4,55 x 1010
Sezona 2019 -4,573 (0,518) 7,83 x 10716
Sezona 2020 -5,035 (0,498) <2x107¢
Vrijeme T2: Skupina Influenca 0,540 (0,223) 0,016
Vrijeme T3: Skupina Influenca 1,043 (0,239) 1,71x 10°
Vrijeme T2: Kontrolna skupina 0,258 (0,233) 0,268
Vrijeme T3: Kontrolna skupina 0,372 (0,297) 0,211

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela G1 za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu

2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumiéni efekt (engl. random

effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Kod influence, udio G1 bio je statisticki znacajno visi u tre¢em mjerenju (B3 = 0,578, p =

0,001) u odnosu na prvo mjerenje (Tablica 20).
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Tablica 20. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu monogalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G1) izmedu
razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: G1 (f, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 42,349 (0,747) <2x1071¢
Vrijeme T2 0,280 (0,163) 0,087
Vrijeme T3 0,578 (0,177) 0,001
Skupina Bakterijska pneumonija 0,020 (0,474) 0,967
Skupina Kontrolna skupina 0,806 (0,615) 0,191
Spol: Zenski 0,270 (0,425) 0,526
Godine -0,068 (0,011) 4,55 x 10710
Sezona 2019 -4,573 (0,518) 7,83 x 10716
Sezona 2020 -5,035 (0,498) <2x1071¢
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija -0,540 (0,223) 0,016
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija -1,043 (0,239) 1,71x 10°
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina -0,282 (0,240) 0,241
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina -0,671 (0,306) 0,029

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska.

Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela G1 za referentne vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence
(referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumicni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Ovaj suprotan smjer kretanja udjela G1 izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence u
skladu je s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine skupine, navedenih

u poglavlju 5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela G1 izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i skupine pokazala se statisti¢ki znac¢ajnom (p = 0,0008, Tablica 18).

Pripadnost odredenoj skupini imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela G1 kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 19, Tablica 20) i Slike 10 mozemo
zakljuciti da je promjena u udjelu G1 izmedu vremena T1 1 T2 bila znacajno razlicita u skupini
influence u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 0,016). Takoder, promjena u udjelu
G1 izmedu vremena T1 i T3 bila je znacajno razlicita u skupini influence u odnosu na skupinu
bakterijske pneumonije (p = 1,71 x 10, Tablica 19, Tablica 20). Jedina statisti¢ki znacajna
razlika u odnosu na kontrolnu skupinu nadena je kod promjene G1 izmedu vremena T1 1 T3
kod influence (p = 0,029, Tablica 20). Kretanje udjela G1 u kontrolnoj skupini nije bilo
statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (Tablica 19).
Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine
skupine, navedenih u poglavlju 5.3.1., gdje su najznacanije razlike u udjelu G1 izmedu

vremenskih toc¢aka takoder nadene u skupini influence. Znacajna razlika u promjeni udjela G1
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iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence ima potencijalan
dijagnosticki znacaj. Kod bakterijske pneumonije je primjetan pad udjela G1 izmedu tocke T1
i T2 (Tablica 19, Slika 10), dok je u isto vrijeme kod influence primjetan rast udjela G1 (Tablica
20, Slika 10). Ova znacajna razlika u smjeru kretanja, koja je ujedno kontrolirana na utjecaj

dobi i spola, potencijalno moze sluziti kao dijagnosticki kriterij kod odredivanja vrste bolesti.

36.0-
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Slika 10. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela mogalaktoziliranih N-glikana (G1) imunoglobulina G
dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 —sedmi, T3 —dvadeset i osmi dan od
prijema u bolnicu.

Na Slici 11, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu digalaktoziliranih N-glikana (G2)

imunoglobulina G za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske pneumonije, influence i

kontrolne skupine.
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Slika 11. Promjene u udjelu digalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G2) kroz tri viemenske tocke
(mijerenja) u skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju vrijednosti udjela G2
za svakog pojedinacnog ispitanika kroz tri viemenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju srednje vrijednosti udjela
G2 pri prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za G2 pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki

znacajan (p = 0,0002, Tablica 21), $to bi znacilo da su se pocetna mjerenja G2 za pojedine

skupine u vremenu T1 znacajno razlikovala. Skupina influence imala je vise udjele G2 u odnosu

na skupinu bakterijske pneumonije u vremenu T1 (Slika 12).

Tablica 21. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za digalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G2) koristeci Satterthwaiteovu metodu

advata _vadrati__slopose _ FStEstka  pvrijednost
Vrijeme 1,52 0,76 2 0,430 0,651
Skupina 30,71 15,36 2 8,678 0,0002
Spol 3,54 3,54 1 1,998 0,159
Godine 219,16 219,16 1 123,85 <2,2x10%6
Sezona 62,25 34,63 2 19,568 1,94 x 108
Vrijeme:Skupina 62,53 15,63 4 8,835 8,90 x 107

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Unutar skupine bakterijske pneumonije, pokazan je statisticki znacajan pad u udjelu G2 u

drugom (Br2 =-1,051, p = 3,52 x 10%) i tre¢cem mjerenju (Br3 =-1,021, p = 1,72 x 10°) u odnosu

na prvo mjerenje (Tablica 22).

Tablica 22. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu digalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G2) izmedu

razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: G2 (B, SE)

p-vrijednost

Odsjecak na osi y 18,51 (0,837) <2x107®
Vrijeme T2 -1,051 (0,223) 3,52 x 10
Vrijeme T3 -1,021 (0,234) 1,72x10%
Skupina Influenca 0,570 (0,548) 0,300
Skupina Kontrolna skupina 1,385 (0,652) 0,035
Spol: Zenski 0,679 (0,481) 0,159
Godine -0,140 (0,013) <2x107¢
Sezona 2019 3,345 (0,585) 4,38 x 108
Sezona 2020 2,777 (0,564) 1,85x 10®
Vrijeme T2: Skupina Influenca 1,503 (0,326) 5,91 x 10°®
Vrijeme T3: Skupina Influenca 1,755 (0,349) 8,05 x 107
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 1,268 (0,340) 0,0002
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 1,175 (0,433) 0,007

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjec¢nu vrijednost udjela G2 za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu

2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumiéni efekt (engl. random

effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Kod influence, udio G2 bio je statisticki znacajno visi u tre¢em mjerenju (B3 = 0,734, p =

0,005) u odnosu na prvo mjerenje (Tablica 23).
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Tablica 23. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu digalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G2) izmedu
razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: G2 (B, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 19,082 (0,850) <2x1071¢
Vrijeme T2 0,453 (0,239) 0,059
Vrijeme T3 0,734 (0,259) 0,005
Skupina Bakterijska pneumonija -0,570 (0.548) 0,300
Skupina Kontrolna skupina 0,815 (0,706) 0,250
Spol: Zenski 0,679 (0,481) 0,159
Godine -0,140 (0,013) <2x1071¢
Sezona 2019 3,345 (0,585) 4,38 x 108
Sezona 2020 2,777 (0,564) 1,85x 10
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija -1,503 (0,326) 5,91 x 10
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija -1,755 (0,349) 8,05 x 107
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina -0,235 (0,351) 0,502
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina -0,580 (0,447) 0,195

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjeénu vrijednost udjela G2 za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018
(referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumicni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Ovaj suprotan smjer kretanja udjela G2 izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence u
skladu je s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine skupine, navedenih

u poglavlju 5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela G2 izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i skupine pokazala se statisticki zna¢ajnom (p = 8,90 x 107, Tablica 21).

Pripadnost odredenoj skupini imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela G2 kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 22, Tablica 23) i Slike 12 mozemo
zakljuciti da je promjena u udjelu G2 izmedu vremena T1 1 T2 bila znacajno razli¢ita u skupini
influence u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 5,91 x 10®). Takoder, promjena u
udjelu G2 izmedu vremena T1 1 T3 bila je znacajno razli¢ita u skupini influence u odnosu na
skupinu bakterijske pneumonije (p = 8,05 x 107, Tablica 22, Tablica 23). U odnosu na
kontrolnu skupinu, jedino je skupina bakterijske pneumonije imala statisticki znacajno razli¢itu
promjenu u udjelu G2 izmedu vremena T11 T2 (p =0,0002) te T1i T3 (p = 0,007, Tablica 22).
Visoka znac¢ajnost razlike u promjeni udjela G2 iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske
pneumonije 1 influence ima potencijalan dijagnosticki znacaj. Kod bakterijske pneumonije je
primjetan pad udjela G2 izmedu tocke T1 1 T2 (Tablica 22, Slika 12), dok je u isto vrijeme kod
influence primjetan rast udjela G2 (Tablica 23, Slika 12). Ova znacajna razlika u smjeru
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kretanja, koja je ujedno kontrolirana na utjecaj dobi i spola, potencijalno moze sluziti kao

dijagnosticki kriterij kod odredivanja vrste bolesti.

14 -
Skupina
X Bakterijska pneumonija
8 —— |nfluenca
Kontrolna skupina
13-
12-
T T2 T3
Vrijeme

Slika 12. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela digalaktoziliranih N-glikana (G2) imunoglobulina G
dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 —sedmi, T3 —dvadeset i osmi dan od
prijema u bolnicu.

Na Slici 13, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu N-glikana sa sijalinskom kiselinom

(S) imunoglobulina G za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske pneumonije, influence i

kontrolne skupine.
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Slika 13. Promjene udjela N-glikana sa sijalinskom kiselinom (S) imunoglobulina G kroz tri vremenske tocke
(mjerenja) u skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju vrijednosti S za
svakog pojedinacnog ispitanika kroz tri viemenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju srednje vrijednosti udjela S
pri prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za S pokazali su kako glavni efekt skupine nije
statisticki znacajan (p = 0,746, Tablica 24), $to bi znacilo da se pocetna mjerenja S za pojedine
skupine u vremenu T1 nisu znacajno razlikovala.

Tablica 24. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za sijalinizirane N-glikane imunoglobulina G (S) koristeci Satterthwaiteovu metodu

advata _vadrati__slopose _ FStEistka  pvrijednost
Vrijeme 29,81 14,91 2 10,016 6,03 x 10°
Skupina 0,87 0,44 2 0,293 0,746
Spol 2,58 2,58 1 1,731 0,190
Godine 74,79 74,79 1 50,258 2,67 x 10
Sezona 676,89 338,45 2 227,42 <2,2 x 1016
Vrijeme:Skupina 40,93 10,23 4 6,876 2,54 x 10

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Unutar skupine bakterijske pneumonije, pokazan je statisticki znacajan pad u udjelu S u tre¢em

mijerenju (Brs = -1,429, p = 1,16 x 10°1% u odnosu na prvo mjerenje (Tablica 25).

Tablica 25. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu sijaliniziranih N-glikana imunoglobulina G (S) izmedu razlicitih
skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: S (B, SE)

p-vrijednost

Odsjeéak na osiy 14,039 (0.738) <2x10%
Vrijeme T2 -0,279 (0.204) 0,173
Vrijeme T3 -1,429 (0.214) 1,16 x 10°%0
Skupina Influenca -0,344 (0.485) 0,479
Skupina Kontrolna skupina -0,441 (0.576) 0,444
Spol: Zenski 0,557 (0.423) 0,190
Godine -0,079 (0.011) 2,67 x 101
Sezona 2019 9,104 (0.516) <2x107¢
Sezona 2020 9,352 (0.497) <2x107¢
Vrijeme T2: Skupina Influenca 0,924 (0.299) 0,002
Vrijeme T3: Skupina Influenca 1,025 (0.320) 0,001
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 0,476 (0.312) 0,127
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 1,769 (0.397) 1,13x10°

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjeénu vrijednost udjela S za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu

2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumiéni efekt (engl. random

effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Kod influence, udio S je u drugom mjerenju bio statisticki znacajno visi (Br2= 0,645, p = 0,003)

u odnosu na prvo mjerenje (Tablica 26).

75



Tablica 26. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu sijaliniziranih N-glikana imunoglobulina G (S) izmedu razlicitih
skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: S (B, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 13,695 (0.749) <2x107®
Vrijeme T2 0,645 (0.219) 0,003
Vrijeme T3 -0,405 (0.237) 0,090
Skupina Bakterijska pneumonija 0,344 (0.485) 0,479
Skupina Kontrolna skupina -0,097 (0.624) 0,876
Spol: Zenski 0,557 (0.423) 0,190
Godine -0,079 (0.011) 2,67 x 101
Sezona 2019 9,104 (0.516) <2x107®
Sezona 2020 9,352 (0.497) <2x107®
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija -0,924 (0.299) 0,002
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija -1,025 (0.320) 0,001
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina -0,477 (0.321) 0,165
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 0,745 (0.409) 0,070

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogre$ka. Odsjedak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela S za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018
(referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Ovakav smjer kretanja u skladu je s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake

pojedine skupine, navedenih u poglavlju 5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela S izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu vremena
uzorkovanja i skupine pokazala se statisticki znacajnom (p = 2,54 x 10°, Tablica 24).

Pripadnost odredenoj skupini imala je zna¢ajan utjecaj na kretanje udjela S kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjesovitog modela (Tablica 25, Tablica 26) i Slike 14 mozemo
zakljuciti da je promjena u udjelu S izmedu vremena T1 1 T2 bila znacajno razli¢ita u skupini
influence u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 0.002). Naposljetku, promjena u
udjelu S izmedu vremena T1 1 T3 bila je znac¢ajno veca u skupini bakterijske pneumonije u
odnosu na skupinu influence (p = 0.001, Tablica 25, Tablica 26). U odnosu na kontrolnu
skupinu, jedino je skupina bakterijske pneumonije imala statisti¢ki znacajno razli¢itu promjenu
u udjelu S izmedu vremena T1 i T3 (p = 1.13 x 10, Tablica 25). Znacajna razlika u promjeni
udjela S iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske pneumonije 1 influence ima
potencijalan dijagnosticki znacaj. Kod bakterijske pneumonije je primjetan pad udjela S izmedu

tocke T1 1 T2, dok je u isto vrijeme kod influence primjetan rast udjela S (Tablica 25, Tablica
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26, Slika 14). Ova znacajna razlika u smjeru kretanja, koja je ujedno kontrolirana na utjecaj

dobi i spola, potencijalno moze sluziti kao dijagnosticki kriterij kod odredivanja vrste bolesti.

16.5-
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Kontrolna skupina
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T T2 T3
Vrijeme

Slika 14. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela sijaliniziranih N-glikana imunoglobulina G (S) dobivenih
na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 —sedmi, T3 —dvadeset i osmi dan od prijema u
bolnicu.

Na Slici 15, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu N-glikana sa srznom fukozom (F)

imunoglobulina G za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske pneumonije, influence i

kontrolne skupine.
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Slika 15. Promjene udjela N-glikana sa srznom fitkozom (F) imunoglobulina G kroz tri vremenske tocke (mjerenja)
u skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju vrijednosti udjela F za svakog
pojedinacnog ispitanika kroz tri vremenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju srednje vrijednosti udjela F pri
prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za F pokazali su kako glavni efekt skupine nije
statisticki znacajan (p = 0.091, Tablica 27), $to bi znacilo da se pocetna mjerenja F za pojedine
skupine u vremenu T1 nisu znacajno razlikovala.

Tablica 27. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za N-glikane sa srznom fukozom (F) imunoglobulina G koristeci Satterthwaiteovu metodu

wadvata _kvadrati __slapoge. POtk pvrijechos
Vrijeme 5,240 2,620 2 15,851 2,74 x 107
Skupina 0,803 0,402 2 2,430 0,091
Spol 0,460 0,460 1 2,781 0,097
Godine 0,049 0,049 1 0,296 0,587
Sezona 46,428 23,214 2 140,439 <2,2x 10716
Vrijeme:Skupina 6,701 1,675 4 10,135 9,84 x 108

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Unutar skupine bakterijske pneumonije, pokazan je statisticki zna€ajan porast u udjelu F u
drugom (Br2=0,296, p = 1,90 x 107°) i tre¢em mjerenju (Pr3 = 0,548, p = 2,36 x 10":%) u odnosu

na prvo mjerenje (Tablica 28).
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Tablica 28. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu fukoziliranih N-glikana imunoglobulina G (F) imunoglobulina G
izmedu razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija viemena i skupine

Zavisna varijabla: F (B, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 98,200 (0,295) <2x1071¢
Vrijeme T2 0,296 (0,068) 1,90 x 10°°
Vrijeme T3 0,548 (0,072) 2,36 x 1013
Skupina Influenca -0,101 (0,191) 0,597
Skupina Kontrolna skupina -0,014 (0,228) 0,950
Spol: Zenski 0,283 (0,170) 0,097
Godine 0,002 (0,004) 0,587
Sezona 2019 -3,024 (0,207) <2x1071¢
Sezona 2020 -2,816 (0,199) <2x1071¢
Vrijeme T2: Skupina Influenca -0,538 (0,100) 1,38 x 107
Vrijeme T3: Skupina Influenca -0,290 (0,107) 0,007
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina -0,321 (0,104) 0,002
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina -0,548 (0,132) 4,57 x10°

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela F za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu
2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumicni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Kod influence, udio F je u drugom mjerenju bio znacajno nizi (Br2 = -0,242, p = 0,001), dok je
u tre¢em mjerenju bio znacajno visi (B3 = 0,257, p = 0,001) u odnosu na prvo mjerenje (Tablica
29).

Tablica 29. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se

ispitala razlika u udjelu fukoziliranih N-glikana imunoglobulina G (F) izmedu razlicitih
skupina i vremena uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: F ..
(B, SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 98,100 (0,300) <2x107¢
Vrijeme T2 -0,242 (0,073) 0,001
Vrijeme T3 0,257 (0,079) 0,001
Skupina Bakterijska pneumonija 0,101 (0,191) 0,597
Skupina Kontrolna skupina 0,087 (0,247) 0,725
Spol: Zenski 0,283 (0,170) 0,097
Godine 0,002 (0,004) 0,587
Sezona 2019 -3,024 (0,207) <2x107
Sezona 2020 -2,816 (0,199) <2x107
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija 0,538 (0,100) 1,38 x 107
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija 0,290 (0,107) 0,007
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 0,217 (0,107) 0,044
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina -0,257 (0,137) 0,061

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela F za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018
(referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Ovakav smjer kretanja u skladu je s rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake

pojedine skupine, navedenih u poglavlju 5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela F izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu vremena
uzorkovanja i skupine pokazala se statisticki znacajnom (p = 9,84 x 10% Tablica 27).
Pripadnost odredenoj skupini imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela F kod ispitanika.
Skupina bakterijske pneumonije imala je najvece promjene u udjelu F izmedu triju vremenskih

toc¢aka.

Iz koeficijenata linearnog mjesovitog modela (Tablica 28, Tablica 29) i Slike 16 mozemo
zakljuciti da je promjena u udjelu F izmedu vremena T1 i1 T2 bila znacajno razli¢ita u skupini
influence u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 1,38 x 107). Takoder, promjena u
udjelu F izmedu vremena T1 1 T3 bila je znacajno razlicita u skupini influence u odnosu na
skupinu bakterijske pneumonije (p = 0,007). Kontrolna skupina je imala statisticki zna¢ajno
manje promjene u razini F izmedu vremena T1 1 T2 te vremena T1 1 T3 u odnosu i na skupinu
bakterijske pneumonije i na skupinu influence (Tablica 28, Tablica 29). Visoka znacajnost
razlike u promjeni udjela F iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske pneumonije i
influence ima potencijalan dijagnosticki znacaj. Kod bakterijske pneumonije je primjetan rast
udjela F izmedu tocke T1 i T2, dok je u isto vrijeme kod influence primjetan pad udjela F
(Tablica 28, Tablica 29, Slika 16). Ova znacajna razlika u smjeru kretanja, koja je ujedno
kontrolirana na utjecaj dobi 1 spola, potencijalno moze sluziti kao dijagnosticki kriterij kod

odredivanja vrste bolesti.
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Slika 16. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela fukoziliranih N-glikana imunoglobulina G
(F) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 — sedmi, T3 — dvadeset i
osmi dan od prijema u bolnicu.

Na Slici 17, mogu se vidjeti individualne promjene u udjelu N-glikana s ra¢vaju¢im N-
acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G za svakog ispitanika unutar skupine bakterijske

pneumonije, influence i kontrolne skupine.
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Slika 17. Promjene u udjelu N-glikana imunoglobulina G s racvajucim N-acetilglukozaminom (B) kroz tri
vremenske tocke (mjerenja) u skupini bakterijske pneumonije, influence i u kontrolnoj skupini. Linije povezuju
vrijednosti udjela B za svakog pojedinacnog ispitanika kroz tri viemenske tocke. Ispunjeni trokuti oznacavaju

srednje vrijednosti udjela F pri prijemu (T1), sedmi dan (T2) te dvadeset i osmi dan (T3) od prijema u bolnicu u sve
tri ispitivane skupine.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za B pokazali su kako je glavni efekt skupine grani¢no
statisticki znacajan (p = 0,048, Tablica 30), Sto bi znacilo da su se pocetna mjerenja B za
pojedine skupine u vremenu T1 znacajno razlikovala. Skupina influence imala je najvise udjele
B, dok je skupina bakterijske pneumonije imala najnize udjele B u vremenu T1 (Slika 18).
Tablica 30. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela

za N-glikane s racvajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G koristeci
Satterthwaiteovu metodu

Suma Srednji Stupnjevi

kvadrata  kvadrati slobode F-statistika p-vrijednost
Vrijeme 96,628 48,314 2 50,157 <2,2x107
Skupina 5,950 2,975 2 3,089 0,048
Spol 2,122 2,122 1 12,03 0,139
Godine 48,714 48,714 1 50,572 2,36 x 1011
Sezona 8,963 4,482 2 4,652 0,011
Vrijeme:Skupina 68,408 17,102 4 17,754 3,60 x 1018

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Unutar skupine bakterijske pneumonije, pokazan je statisti¢ki znac¢ajan pad u udjelu B u drugom

(Br2 = -1,983, p = < 2 x 10%6) i treéem mjerenju (B3 = -1,231, p = 6,94 x 107*?) u odnosu na

prvo mjerenje (Tablica 31).

Tablica 31. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu N-glikana s racvajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G
izmedu razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija viemena i skupine

Zavisna varijabla: B .

(B, SE) p-vrijednost
Odsjeéak na osiy 11,677 (0,784) <2x10716
Vrijeme T2 -1,983 (0,164) <2x107
Vrijeme T3 -1,231 (0,173) 6,94 x 1012
Skupina Influenca 0,583 (0,506) 0,250
Skupina Kontrolna skupina 0,129 (0,603) 0,831
Spol: Zenski 0,672 (0,452) 0,139
Godine 0,084 (0,012) 2,36 x 10
Sezona 2019 1,587 (0,552) 0,004
Sezona 2020 1,190 (0,531) 0,026
Vrijeme T2: Skupina Influenca 0,892 (0,241) 0,0003
Vrijeme T3: Skupina Influenca 0,170 (0,258) 0,509
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 2,074 (0,251) 3,87 x 101
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 1,219 (0,320) 0,0002

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela B za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu
2018 (referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Kod influence, udio B bio je takoder statisticki znacajno nizi u drugom (B2 =-1,091, p = 1,84
x 107 i u treéem mjerenju (Brs = -1,061, p = 5,97 x 10®) u odnosu na prvo mjerenje (Tablica
32).
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Tablica 32. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu N-glikana s rac¢vajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G
izmedu razlicitih skupina i vremena uzorkovanja te interakcija viemena i skupine

Zavisna varijabla: B .

(B, SE) p-vrijednost
Odsjeéak na osiy 12,260 (0,796) <2x10716
Vrijeme T2 -1,091 (0,176) 1,84 x 10°
Vrijeme T3 -1,061 (0,191) 5,97 x 108
Skupina Bakterijska pneumonija -0,583 (0,506) 0,250
Skupina Kontrolna skupina -0,453 (0,655) 0,490
Spol: Zenski 0,672 (0,452 0,139
Godine 0,084 (0,012) 2,36 x 101
Sezona 2019 1,587 (0,552) 0,004
Sezona 2020 1,190 (0,531) 0,026
Vrijeme T2: Skupina Bakterijska pneumonija -0,892 (0,241) 0,0003
Vrijeme T3: Skupina Bakterijska pneumonija -0,170 (0,258) 0,509
Vrijeme T2: Skupina Kontrolna skupina 1,182 (0,259) 7,14 x 10°®
Vrijeme T3: Skupina Kontrolna skupina 1,049 (0,330) 0,002

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjecnu vrijednost udjela B za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018
(referentna).

Vrijeme i skupina predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuéeni u model kao nasumiéni efekt (engl. random
effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.

Istosmjerno kretanje udjela B izmedu skupine bakterijske pneumonije i influence u skladu je s
rezultatima linearnih mjeSovitih modela unutar svake pojedine skupine, navedenih u poglavlju

5.3.1.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela B izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine. Interakcija izmedu vremena
uzorkovanja i skupine pokazala se statisticki znaGajnom (p = 3,60 x 1073, Tablica 30).

Pripadnost odredenoj skupini imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela B kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 31, Tablica 32) i Slike 18 mozemo
zakljuciti da je promjena u udjelu B izmedu vremena T1 i T2 bila znac¢ajno manja u skupini
influence u odnosu na skupinu bakterijske pneumonije (p = 0,0003), dok izmedu vremena T1 i
T3 ta razlika nije bila statisticki znacajna. Kontrolna skupina je imala statisti¢ki znac¢ajno manje
promjene u udjelu B izmedu vremena T1 i T2 i vremena T1 i T3 u odnosu i na skupinu
bakterijske pneumonije i na skupinu influence (Tablica 31, Tablica 32). lako je apsolutna
vrijednost razlike u promjeni udjela B iz vremena T1 u T2 izmedu skupine bakterijske
pneumonije i influence znacajna (p = 0,0003, Tablica 31, Tablica 32), u obje skupine promjena

udjela B ima isti smjer kretanja. No dok je kod bakterijske pneumonije primjetan znatan pad
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udjela B izmedu tocke T1 i T2, u isto vrijeme je kod influence takoder primjetan pad udjela B

ali manjeg intenziteta (Slika 18).

18.0-
17.5-
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;\? 17.01 Bakterijska pneumonija
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Kontrolna skupina

16.5-
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155 - 1 1 1
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Slika 18. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela N-glikana s ra¢vajuc¢im N-
acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 —
pri prijemu, T2 — sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.
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5.3.3. Procjena dijagnostickog potencijala glikozilacijskog profila imunoglobulina G u
razlikovanju virusne (influenca) od bakterijske (bakterijska pneumonija) infekcije

Kako bismo procijenili dijagnosticki potencijal glikozilacijskog profila imunoglobulina G u
razlikovanju virusne (influenca) od bakterijske (bakterijska pneumonija) infekcije, proveli smo
ROC analizu. ROC analizom ispitali smo valjanost dijagnostickog testa kojeg smo konstruirali

na dva nacina:

1.) za dijagnosticke biomarkere izabrani su glikozilacijski parametri koji su se statisticki
znacajno razlikovali u prvom mjerenju (T1) izmedu bolesnika s influencom i bolesnika s

bakterijskom pneumonijom.

2.) za dijagnosticke biomarkere izabrani su glikozilacijski parametri ¢ije se kretanje od prvog
do drugog mjerenja (T1 — T2) statisticki znacajno razlikovalo izmedu bolesnika s influencom i

bolesnika s bakterijskom pneumonijom.

Na Slici 19, moze se vidjeti usporedni prikaz ROC krivulja triju dijagnosti¢kih testova
utemeljenih na prvom mjerenju (T1) za GO, G1 i B. Povrsina ispod ROC krivulje (engl. area
under ROC curve, AUC) iznosila je 44,29% za GO, 59,81% za G2 te 54,39% za B. Dijagnosti¢ki
test za razlikovanje virusne od bakterijske infekcije temeljen na prvom mjerenju (T1) G2

pokazao se kao najtocniji.
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Slika 19. Usporedni prikaz ROC krivulja dijagnostickih testova utemeljenih na prvom
mjerenju (T1) za agalaktozilirane (G0), digalaktozilirane N-glikane (G2) i N-glikane s
racvajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G. Crna dijagonalna linija predstavlja
dijagnosticki test s tocnoscéu od 50% (nasumicno klasificiranje). Prikazane ROC krivulje
opisuju promjene u osjetljivosti i specificnosti za navedene dijagnosticke testove s
kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Slika 20, predstavlja usporedni prikaz ROC krivulja Sest dijagnostickih testova utemeljenih na
razlici izmedu drugog i prvog mjerenja GO, G1, G2, B, Fi S N-glikana. AUC je iznosila 44,29%
za GO, 59,81% za G2 te 54,39% za B.
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Slika 20. Usporedni prikaz ROC krivulja dijagnostickih testova za agalaktozilirane (G0),
monogalaktozilirane (G1), digalaktozilirane N-glikane (G2), N-glikane s racvajuéim N-
acetilglukozaminom (B), fukozilirane (F) i sijalinizirane (S) N-glikane imunoglobulina G.
Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoscéu od 50% (nasumicno
klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i specificnosti za
navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Najvecu dijagnosticku to¢nost (AUC = 75%) u razlikovanju virusne (infuenca) od bakterijske
(bakterijska pneumonija) infekcije postigao je dijagnosticki test s biomarkerom definiranim kao
razlikom izmedu drugog i prvog mjerenja (T2-T1) za G2. Slijedi ga dijagnosticki test s
biomarkerom definiranim kao razlikom izmedu drugog i prvog mjerenja (T2-T1) za B. Ostali
izvedeni parametri glikozilacije nisu postigli zadovoljavaju¢u razinu dijagnosti¢ke to¢nosti
(Tablica 33).
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Tablica 33. Tocnost dijagnostickih testova za razlikovanje virusne od bakterijske infekcije
upotrebom izabranih glikozilacijskih parametara

Dijagnosticki test
Biomarker
AUC (%) Kategorija to¢nosti testa
Prvo mjerenje (T1):
GO 44,29 Beskoristan
G2 59,81 Nedostatan
B 54,39 Nedostatan

Razlika izmedu drugog i prvog mjerenja (T2 - T1):

GO 28,38 Beskoristan
Gl 54,08 Nedostatan
G2 75 Dobar

B 68,03 Grani¢no dobar
F 29,05 Beskoristan

S 29,05 Beskorisno

AUC, povrsina ispod ROC krivulje, engl. area under ROC curve.

89



5.3.4. Rezultati analize N-glikana imunoglobulina G unutar skupine bolesnika s

influencom prema teZini bolesti pri prijemu

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za agalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (GO0)
pokazali su kako glavni efekt skupine nije statisticki znacajan (p = 0,820, Tablica 34), $to bi
znacilo da se pocetni udjeli GO za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 nisu znacajno
razlikovali.

Tablica 34. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za agalaktozilirane N-glikane (GO) imunoglobulina G koristeci Satterthwaiteovu metodu

wadrata _ivadrati_ siopods _"S1aUStka__ pvrijednost
Vrijeme 43,52 21,76 2 2,570 0,082
Skupina po teZini 0,44 0,44 1 0,052 0,820
Spol 34,23 34,23 1 4,043 0,046
Godine 405,06 405,06 1 47,846 4,05 x 100
Sezona 113,46 56,73 2 6,701 0,002
Vrijeme:Skupina po teZini 3,07 1,54 2 0,182 0,834

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela GO izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija
izmedu vremena uzorkovanja i tezine bolesti nije se pokazala statisticki znacajnom (p = 0,834,
Tablica 34, Slika 21). Tezina bolesti nije imala znacajan utjecaj na kretanje udjela GO kod

ispitanika.
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Slika 21. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela agalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina
G (GO) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 — sedmi, T3 —

dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjesovitog modela za monogalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G

(G1) pokazali su kako glavni efekt skupine nije statisticki znac¢ajan (p = 0,809, Tablica 35), sto

bi znacilo da su se pocetni udjeli G1 za pojedine skupine po tezini bolesti u vremenu T1 nisu

znacajno razlikovali.

Tablica 35. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za monogalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G1) koristeci Satterthwaiteovu metodu

Suma Srednji

Stupnjevi

kvadrata kvadrati  slobode ' -Statistika  p-vrijednost
Vrijeme 7,22 3,61 2 2,771 0,067
Skupina po teZini 0,08 0,08 1 0,059 0,809
Spol 17,85 17,85 1 13,711 3x10*
Godine 22,72 22,72 1 17,444 6,06 x 10°
Sezona 170,74 85,37 2 65,557 <2,2x107
Vrijeme:Skupina po teZini 0,94 0,47 2 0,360 0,699

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela Gl izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjesoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija
izmedu vremena uzorkovanja i tezine bolesti nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,699,

Tablica 35, Slika 22). Tezina bolesti nije imala znacajan utjecaj na kretanje udjela G1 kod

ispitanika.
35.6-
354-
—_ Skupina
X
: 352- Influenca bez pneumonije
o —o— |nfluenca s pneumonijom
35.0-
34.8- , . |
T T2 T3
Vrijeme

Slika 22. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela monogalaktoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (G1) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 —
sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za digalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G2)
pokazali su kako je glavni efekt skupine nije statisticki znacajan (p = 0,347, Tablica 36), sto bi
znacilo da su se pocetni udjeli G2 za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 nisu znac¢ajno

razlikovali.
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Tablica 36. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za digalaktozilirane N-glikane imunuglobulin G (G2) koristeci Satterthwaiteovu metodu

adrata__vadrati__ slobose _Fo2UStka_ pvrijechos
Vrijeme 9,22 4,61 2 1,545 0,218
Skupina po teZini 2,67 2,67 1 0,894 0,347
Spol 0,28 0,28 1 0,095 0,758
Godine 120,50 120,50 1 40,390 8,6 x 10°°
Sezona 23,46 11,73 2 3,932 0,022
Vrijeme:Skupina po teZini 2,76 1,38 2 0,462 0,631

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela G2 izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija
izmedu vremena uzorkovanja i tezine bolesti nije se pokazala statisticki znac¢ajnom (p = 0,631,
Tablica 36, Slika 23). Tezina bolesti nije imala znacajan utjecaj na kretanje udjela G2 kod
ispitanika.

93



14.4 -

G2 (%)

14.0-

13.6-

T1 T2
Vrijeme

T3

Skupina

Influenca bez pneumonije

—o— Influenca s pneumonijom

Slika 23. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela digalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina
G (G2) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 — sedmi, T3 —

dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjesovitog modela za sijalinizirane N-glikane imunoglobulina G (S)

pokazali su kako glavni efekt skupine nije statisti¢ki znacajan (p = 0,455, Tablica 37), sto bi

znacilo da su se pocetni udjeli S za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 nisu znacajno

razlikovali.

Tablica 37. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za sijalinizirane N-glikane imunoglobulina G (S) koristeci Satterthwaiteovu metodu

adrata__ivadrati_ slobods _FSstika  p-vrjednost
Vrijeme 23,04 11,52 2 8,145 5,2 x10*
Skupina po teZini 0,79 0,80 1 0,561 0,455
Spol 0,01 0,01 1 0,004 0,949
Godine 28,90 28,90 1 20,431 1,64 x 10
Sezona 387,91 193,95 2 137,123 <2,2x107
Vrijeme:Skupina po teZini 0,59 0,30 2 0,210 0,811

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela S izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i tezine bolesti nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,811, Tablica

37, Slika 24). Tezina bolesti nije imala znacajan utjecaj na kretanje udjela S kod ispitanika.
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Slika 24. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela sijaliniziranih N-glikana imunoglobulina G
(S) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 — sedmi, T3 — dvadeset i
osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za fukozilirane N-glikane imunoglobulina G (F)
pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki znacajan (p = 0,003, Tablica 38), sto bi
znacilo da su se pocetni udjeli F za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 znacajno
razlikovali. Influenca bez pneumonije imala je nizi udio F, dok je influenca s pneumonijom

imala visi udio F u vremenu T1 (Slika 25).
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Tablica 38. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za fukozilirane N-glikane imunoglobulina G (F) koristeci Satterthwaiteovu metodu

el S st priaaros
Vrijeme 5,14 2,57 2 9,710 1,4 x 10"
Skupina po teZini 2,46 2,46 1 9,292 0,003
Spol 0,11 0,11 1 0,413 0,522
Godine 0,44 0,44 1 1,642 0,202
Sezona 55,79 27,89 2 105,382 <2,2x107
Vrijeme:Skupina po teZini 0,35 0,17 2 0,651 0,523

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela F izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjesoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i tezine bolesti nije se pokazala statisti¢ki znac¢ajnom (p = 0,523, Tablica

38, Slika 25). Tezina bolesti nije imala zna¢ajan utjecaj na kretanje udjela F kod ispitanika.
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Slika 25. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela fukoziliranih N-glikana imunoglobulina G
(F) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu, T2 — sedmi, T3 — dvadeset i
osmi dan od prijema u bolnicu.
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Rezultati linearnog mjeSovitog modela za N-glikane imunoglobulina G s ra¢vaju¢im N-
acetilglukozaminom (B) pokazali su kako glavni efekt skupine nije statisticki znacajan (p =
0,223, Tablica 39), sto bi znacilo da se pocetna mjerenja B za pojedine skupine po tezini u
vremenu T1 nisu znacajno razlikovala.

Tablica 39. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela

za N-glikane s racvajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G koristeci
Satterthwaiteovu metodu

adrata __lvadrati_slopose _Fo1UStika_ pvrijedhost
Vrijeme 21,82 10,91 2 8,620 3,4x10*
Skupina po teZini 1,90 1,90 1 1,498 0,223
Spol 57,14 57,14 1 45,157 3,35x 100
Godine 30,58 30,58 1 24,165 2,44 x 10
Sezona 1,28 0,64 2 0,507 0,603
Vrijeme:Skupina po teZini 10,57 5,28 2 4,175 0,018

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela B izmedu ispitivanih skupina po tezini
bolesti, u linearni mjesSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine po tezini.
Interakcija izmedu vremena uzorkovanja i tezine pokazala se statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,018,

Tablica 39). Tezina bolesti imala je znac¢ajan utjecaj na kretanje udjela B kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjesovitog modela (Tablica 40) i Slike 26 mozemo zakljuciti da je
promjena u udjelu B izmedu vremena T1 1 T2 (p = 0,007) i vremena T1 i T3 (p = 0,042) bila
znacajno veca u skupini influence s pneumonijom u odnosu na skupinu influence bez

pneumonije.
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Tablica 40. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu N-glikana s racvajucim N-acetilglukozaminom (B) imunoglobulina G
izmedu razlicitih skupina bolesnika s influencom po tezini bolesti pri prijemu i vremena
uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: B (B, SE) p-vrijednost
Odsjeéak na osiy 11,042 (1,371) 3,23 x 1013
Vrijeme T2 -0,190 (0,385) 0,623
Vrijeme T3 -0,351 (0,404) 0,386
Influenca s pneumonijom 1,534 (0,693) 0,028
Spol: Zenski 4,021 (0,598) 3,35 x 1010
Godine 0,100 (0,020) 2,43x10°
Sezona 2019 -0,511 (0,507) 0,315
Sezona 2020 -0,336 (0,895) 0,708
Vrijeme T2: Influenca s pneumonijom -1,247 (0,452) 0,007
Vrijeme T3: Influenca s pneumonijom -0,988 (0,480) 0,042

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska.

Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost razine B za referentne vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu influence bez
pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018 (referentna).
Vrijeme i skupina po tezini predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl.
random effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Slika 26. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela N-glikana s rac¢vajuéim N-
acetilglukozaminom imunoglobulina G (B) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 —
pri prijemu, T2 — sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.
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5.3.5. Procjena dijagnostickog potencijala glikozilacijskog profila imunoglobulina G u

razlikovanju stupnja tezine bolesti u bolesnika s influencom pri prijemu

Kako bismo procijenili dijagnosticki potencijal glikozilacijskog profila imunoglobulina G u
razlikovanju stupnja tezine bolesti influence (influenca bez pneumonije i influenca s
pneumonijom) proveli smo ROC analizu. ROC analizom ispitali smo valjanost dijagnosti¢kog

testa kojeg smo konstruirali na dva nacina:

1.) za dijagnosticke biomarkere izabrali smo glikozilacijski parametar koji se statisticki
znacajno razlikovao u prvom mjerenju (T1) izmedu bolesnika s razli¢itim stupnjem tezine

influence pri prijemu,

2.) za dijagnosticki biomarker izabran je glikozilacijski parametar ¢ije se kretanje od prvog do
drugog mjerenja (T1 — T2) statisti¢ki znacajno razlikovalo izmedu bolesnika s razli¢itim

stupnjem tezine influence pri prijemu.

Slika 27, predstavlja prikaz ROC krivulje dijagnosti¢kog test za razlikovanje blagog od teskog
stupnja influence utemeljenog na prvom mjerenju (T1) za fukozilirane N-glikane
imunoglobulina G (F). AUC je iznosila 36,96 % za F.
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Slika 27. ROC krivulja za razlikovanje blage od teske influence za fukozilirane N-glikane
imunoglobulina G (F). Crna dijagonalna linija predstavlja dijagnosticki test s tocnoscéu od 50%
(nasumicno klasificiranje). Prikazana ROC krivulja opisuje promjene u osjetljivosti i specificnosti za
navedeni dijagnosticki test s kontinuiranim biomarkerom (mjerenjem).

Slika 28, predstavlja prikaz ROC krivulje dijagnosti¢kog testa za razlikovanje blagog od teskog
stupnja influence utemeljenog na razlici drugog (T2) i prvog (T1) mjerenja za B. AUC je
iznosila 28,84%.
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Slika 28. Prikaz ROC krivulje za razlikovanje blage od teske influence za razliku drugog (T2) i prvog
(T1) mjerenja za parametar B. Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoséu od
50% (nasumicno klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i
specificnosti za navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima,).
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5.3.6. Rezultati analize N-glikana imunoglobulina G unutar skupine bolesnika s

bakterijskom pneumonijom prema teZini bolesti pri prijemu

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za agalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (GO0)
pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki znacajan (p = 0,001, Tablica 41), sto bi
znacilo da su se pocetni udjeli GO za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 znacajno
razlikovali. Blaga bakterijska pneumonija imala je najnizi udio GO, dok je teSka bakterijska
pneumonija imala najvisi udio GO u vremenu T1 (Slika 29).

Tablica 41. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za agalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (GO0) koristeci Satterthwaiteovu metodu

watrata ladrati  sapode F-statistikap- vrijednost
Vrijeme 294,11 147,05 2 11,179 3,69 x 10°
Skupina po teZini 196,42 98,21 2 7,466 0,001
Spol 56,41 56,41 1 4,288 0,041
Godine 52,88 52,88 1 4,019 0,048
Sezona 201,59 100,79 2 7,662 0,0008
x;ﬁmezs‘“"p'”a PO 145,07 36,27 4 2,757 0,031

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela GO izmedu ispitivanih skupina po tezini
bolesti, u linearni mjeSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine po teZini.
Interakcija izmedu vremena uzorkovanja i tezine pokazala se statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,031,

Tablica 41). TezZina bolesti imala je znaCajan utjecaj na kretanje udjela GO kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 42) i Slike 29, mozemo zakljuciti da je
promjena u udjelu GO izmedu vremena T1 1 T2 te vremena T1 1 T3 bila znacajno veca kod
srednje teske bakterijske pneumonije u odnosu na blagu bakterijsku pneumoniju (p = 0,018, p
=0,010).
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Tablica 42. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu agalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (GO0) izmedu razlicitih
skupina bakterijske pneumonije po tezini bolesti pri prijemu i vremena uzorkovanja te

interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: GO ..
(B. SE) p-vrijednost
Odsjecak na osi y 28,591 <2x10°%
Vrijeme T2 0,983 0,244
Vrijeme T3 1,750 0,053
Srednje teSka bakterijska pneumonija 4,525 0,070
Teska bakterijska pneumonija 11,059 0,0007
Spol: Zenski -3,465 0,041
Godine 0,132 0,048
Sezona 2019 -5,384 0,0001
Sezona 2020 -2,637 0,268
Vrijeme T2: Srednje teSka bakterijska pneumonija 3,599 0,018
Vrijeme T3: Srednje teSka bakterijska pneumonija 4,002 0,010
Vrijeme T2: TeSka bakterijska pneumonija -1,101 0,455
Vrijeme T3: Teska bakterijska pneumonija 0,130 0,934

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska.

Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela GO za referentne vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu blage bakterijske
pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i sezonu 2018 (referentna).
Vrijeme i skupina po tezini predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl.
random effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Slika 29. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela agalaktoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (GO0) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjesovitog modela za monogalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G
(G1) pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki znacajan (p = 0,003, Tablica 43), sto
bi znacilo da su se pocetni udjeli G1 za pojedine skupine po tezini u vremenu T1 znacajno
razlikovali. TeSka bakterijska pneumonija imala je najnizi udio G1, dok je blaga bakterijska
pneumonija imala najvisi udio G1 u vremenu T1 (Slika 30).

Tablica 43. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za monogalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G1) koristeci Satterthwaiteovu metodu

adrata___kvadrati __sopode. _FSt2tstka  p-vrijechos
Vrijeme 8,46 4,23 2 2,172 0,119
Skupina po teZini 25,49 12,74 2 6,544 0,003
Spol 39,71 39,71 1 20,391 1,65 x 10
Godine 5,48 5,48 1 2,812 0,100
Sezona 247,06 123,53 2 63,437 <2.2x107
Vrijeme:Skupina po teZini 7,51 1,88 4 0,964 0,431

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela Gl izmedu ispitivanih skupina, u
linearni mjesoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija
izmedu vremena uzorkovanja i tezine nije se pokazala statisti¢ki znacajnom (p = 0,431, Tablica

43, Slika 30). Tezina bolesti nije imala znacajan utjecaj na kretanje udjela G1 kod ispitanika.

37-
36- Skupina
é blaga bakterijska pneumonija
(‘5 —o— srednje teSka bakterijska pneumonija
teSka bakterijska pneumonija
35-
34-

T1 T2 T3
Vrijeme

Slika 30. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela monogalaktoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (G1) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za digalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G2)
pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki znacajan (p = 0,014, Tablica 44), sto bi
znacilo da su se pocetni udjeli G2 za pojedine skupine po teZini u vremenu T1 znafajno
razlikovali. TeSka bakterijska pneumonija imala je najnizi udio G2, dok je blaga bakterijska

pneumonija imala najvisi udio G2 u vremenu T1 (Slika 31).
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Tablica 44. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za digalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G (G2) koristeci Satterthwaiteovu metodu

S S S e e
Vrijeme 5514 27,57 2 14,867 1,77 x 10°
Skupina po teZini 16,69 8.35 2 4,500 0,014
spol 7,62 7,62 1 4,107 0,045
Godine 14,17 14,17 1 7,642 0,007
Sezona 24,44 12,22 2 6,589 0.002
[ rijeme:Skupina po 25,03 6,48 4 3,496 0,010

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.

Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela G2 izmedu ispitivanih skupina po tezini
bolesti, u linearni mjesSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine po tezini.
Interakcija izmedu vremena uzorkovanja i tezine pokazala se statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,010,

Tablica 44). Tezina bolesti imala je znaCajan utjecaj na kretanje udjela G2 kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjeSovitog modela (Tablica 45) i Slike 31 mozemo zakljuciti da je
promjena u udjelu G2 izmedu vremena T1 1 T2 te vremena T1 1 T3 bila znacajno veca kod
srednje teSke bakterijske pneumonije u odnosu na blagu bakterijsku pneumoniju (p = 0,009, p
=0,001).

Tablica 45. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu digalaktoziliranih N-glikana imunoglobulina G (G2) izmedu

razlicitih skupina bolesnika s bakterijskom pneumonijom po tezini bolesti pri prijemu i
vremenu uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: G2 .
(B, SE) p-vrijednost
Odsjeéak na osiy 16,875 <2x10°%
Vrijeme T2 -0,745 0,020
Vrijeme T3 -0,415 0,219
Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,337 0,181
Teska bakterijska pneumonija -3,100 0,018
Spol: Zenski 1,371 0,045
Godine -0,074 0,007
Sezona 2019 1,885 0,0007
Sezona 2020 0,355 0,718
Vrijeme T2: Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,492 0,009
Vrijeme T3: Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,884 0,001
Vrijeme T2: TeSka bakterijska pneumonija 0,242 0,662
Vrijeme T3: Teska bakterijska pneumonija -0,301 0,611

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosjeénu vrijednost udjela G2 za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu blage bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i
sezonu 2018 (referentna).

Vrijeme i skupina po tezini predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitanici ukljuéeni u model kao nasumicni efekt (engl.
random effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Slika 31. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela digalaktoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (G2) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za sijalinizirane N-glikane imunoglobulina G (S)
pokazali su kako je glavni efekt skupine statisticki znacajan (p = 0,001, Tablica 46), $to bi
znacilo da su se pocetni udjeli S za pojedine skupine po teZini u vremenu T1 znafajno
razlikovali. Teska bakterijska pneumonija imala je najnizi udio S, dok je blaga bakterijska
pneumonija imala najvisi udio S u vremenu T1 (Slika 32).

Tablica 46. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za sijalinizirane N-glikane imunoglobulina G (S) koristeci Satterthwaiteovu metodu

adrata__ivadrati__ siopods __FSistika  prvrjednost
Vrijeme 69,60 34,79 2 17,806 1,53 <107
Skupina po teZini 27,40 13,70 2 7,011 0,001
Spol 2,15 2,15 1 1,103 0,296
Godine 0,47 0,47 1 0,239 0,626
Sezona 626,38 313,19 2 160,255 <2,2x1016
Vrijeme:Skupina po teZini 20,16 5,04 4 2,579 0,041

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela S izmedu ispitivanih skupina, u linearni

mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija izmedu

vremena uzorkovanja i tezine pokazala se statisti¢ki znac¢ajnom (p = 0,041, Tablica 46). TezZina

bolesti imala je znacajan utjecaj na kretanje udjela S kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjesovitog modela (Tablica 47) i Slike 32 mozemo zakljuciti da je

promjena u udjelu S izmedu vremena T1 i T3 bila znacajno veca kod srednje teske bakterijske

pneumonije u odnosu na blagu bakterijsku pneumoniju (p = 0,022).

Tablica 47. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu sijaliniziranih N-glikana imunoglobulina G (S) izmedu razlicitih
skupina bolesnika s bakterijskom pneumonijom po tezini bolesti pri prijemu i vremena

uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: S

p-vrijednost

(B, SE)
Odsjeéak na osiy 12,144 <2x101¢
Vrijeme T2 -0,175 0,589
Vrijeme T3 -1,062 0,003
Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,157 0,216
Teska bakterijska pneumonija -4,478 0,0002
Spol: Zenski -0,661 0,296
Godine -0,012 0,626
Sezona 2019 9,370 <2x1076
Sezona 2020 7,475 1,48 x 102
Vrijeme T2: Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,113 0,057
Vrijeme T3: Srednje teSka bakterijska pneumonija -1,371 0,022
Vrijeme T2: TeSka bakterijska pneumonija 0,736 0,196
Vrijeme T3: TeSka bakterijska pneumonija 0,151 0,803

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. OdsjeCak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela S za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu blage bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i

sezonu 2018 (referentna).

Vrijeme i skupina po tezini predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici ukljuceni u model kao nasumicni efekt (engl.
random effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Slika 32. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela sijaliniziranih N-glikana
imunoglobulina G (S) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjeSovitog modela za fukozilirane N-glikane imunoglobulina G (F)
pokazali su kako je glavni efekt skupine po tezini statisti¢ki znacajan (p = 2,06 x 10, Tablica
48), sto bi znacilo da su se pocetni udjeli F za pojedine skupine po tezini bolesti u vremenu T1
znacajno razlikovali. TeSka bakterijska pneumonija imala je najnizi udio F, dok je blaga
bakterijska pneumonija imala najvisi udio F u vremenu T1 (Slika 33).

Tablica 48. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za fukozilirane N-glikane imunoglobulina G (F) koristec¢i Satterthwaiteovu metodu

wadrata__ivadrati__siobode. __Fotatstika  pvrijednost
Vrijeme 6,82 3,41 2 11,723 2,06 x 10°®
Skupina po teZini 1,98 0,99 2 3,403 0,037
Spol 0,45 0,45 1 1,559 0,214
Godine 0,18 0,18 1 0,681 0,412
Sezona 38,30 19,15 2 65,881 <2.2 x 1076
Vrijeme:Skupina po teZini 2,33 0,58 4 2,002 0,098

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
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Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela F izmedu ispitivanih skupina, u linearni
mjeSoviti model ukljucili smo interakciju vremena i skupine po tezini. Interakcija izmedu
vremena uzorkovanja i tezine nije se pokazala statisticki znacajnom (p = 0,098, Tablica 48).

Tezina bolesti nije imala znac¢ajan utjecaj na kretanje udjela F kod ispitanika.

97.0-
96.5-
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Slika 33. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela fukoziliranih N-glikana
imunoglobulina G (F) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.

Rezultati linearnog mjesovitog modela za N-glikane s rac¢vaju¢im N-acetilglukozaminom (B)
pokazali su kako je glavni efekt skupine po tezini statisticki znacajan (p = 0,005, Tablica 49),
Sto bi znacilo da su se pocetna mjerenja B za pojedine skupine po teZini u vremenu T1 znacajno
razlikovala. Skupina blage bakterijske pneumonije imala je najnize udjele B, dok je srednje

teSka bakterijska pneumonija imala najvise udjele B u vremenu T1 (Slika 34).
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Tablica 49. Tablica analize varijance vrste Il za prediktore iz linearnog mjesovitog modela
za N-glikane s racvajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) koristeci Satterthwaiteovu metodu

e ol S e oo
Vrijeme 149,38 74,69 2 51,612 <2x10%
Skupina po teZini 16,48 8,24 2 5,694 0,005
Spol 3,91 3,91 1 2,699 0,103
Godine 9,85 9,85 1 6,806 0,011
Sezona 13,43 6,71 2 4,639 0,012
Vrijeme:Skupina po teZini 16,84 4,21 4 2,909 0,025

Satterhwaiteova metoda aproksimira broj stupnjeva slobode.
Kako bismo formalno testirali razlike u kretanju udjela B izmedu ispitivanih skupina po tezini
bolesti, u linearni mjesSoviti model smo ukljucili interakciju vremena i skupine po tezini.
Interakcija izmedu vremena uzorkovanja i tezine pokazala se statisti¢ki zna¢ajnom (p = 0,025,

Tablica 49). Tezina bolesti imala je znac¢ajan utjecaj na kretanje udjela B kod ispitanika.

Iz koeficijenata linearnog mjesovitog modela (Tablica 50) i Slike 34 mozemo zakljuciti da su
sve tri skupine po tezini imale slicno kretanje udjela B od prvog (T1) do drugog (T2) mjerenja,
dok su se u ukupnoj promjeni u udjelu B izmedu prvog (T1) i zadnjeg (T3) mjerenja skupine
srednje teSke 1 teSke bakterijske pneumonije znacajno razlikovale u odnosu na blagu

pneumoniju (p = 0,034, p = 0,004).
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Tablica 50. Rezultati mjesovitog linearnog modela (engl. linear mixed model) kojim se
ispitala razlika u udjelu N-glikana s rac¢vajuc¢im N-acetilglukozaminom (B) izmedu razlicitih
skupina bolesnika s bakterijskom pneumonijom po tezini bolesti pri prijemu i vremena

uzorkovanja te interakcija vremena i skupine

Zavisna varijabla: B

p-vrijednost

(B, SE)
Odsjecak na osi y 11,379 <2x1076
Vrijeme T2 -1,565 1,39 x 107
Vrijeme T3 -0,601 0,045
Srednje teska bakterijska pneumonija 3,589 0,0001
Teska bakterijska pneumonija 2,763 0,022
Spol: Zenski 1,018 0,103
Godine 0,064 0,011
Sezona 2019 1,380 0,006
Sezona 2020 0,023 0,980
Vrijeme T2: Srednje teSka bakterijska pneumonija -0,983 0,051
Vrijeme T3: Srednje teska bakterijska pneumonija -1,089 0,034
Vrijeme T2: TeSka bakterijska pneumonija -0,664 0,176
Vrijeme T3: Teska bakterijska pneumonija -1,545 0,004

B, procjena regresijskog parametra; SE, standardna pogreska. Odsjecak na osi y predstavlja prosje¢nu vrijednost udjela B za referentne
vrijednosti kategorijskih prediktora: skupinu blage bakterijske pneumonije (referentna), vrijeme T1 (referentno), muski spol (referentno) i

sezonu 2018 (referentna).

Vrijeme i skupina po tezini predstavljaju fiksne efekte (engl. fixed effect), dok su ispitivanici uklju¢eni u model kao nasumiéni efekt (engl.
random effect). Spol, dob i sezona uzorkovanja dodani su u model kao kovarijate kako bi se kontroliralo na njihov utjecaj.
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Slika 34. Interakcijski graf prilagodenih prosjeka udjela N-glikana s racvajucim N-

acetilglukozaminom (B) dobivenih na temelju linearnog mjesovitog modela. T1 — pri prijemu,
T2 —sedmi, T3 — dvadeset i osmi dan od prijema u bolnicu.
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5.3.7. Procjena dijagnostickog potencijala glikozilacijskog profila imunoglobulina G u

razlikovanju stupnja teZine bolesti u bolesnika s bakterijskom pneumonijom pri prijemu

Kako bismo procijenili dijagnosticki potencijal glikozilacijskog profila imunoglobulina G u
razlikovanju stupnja tezine bolesti bakterijske pneumonije (blaga, srednje teska i teska) proveli
smo ROC analizu. ROC analizom ispitali smo valjanost dijagnostickog testa kojeg smo

konstruirali na dva nacina:

1.) za dijagnosticke biomarkere izabrani su glikozilacijski parametri koji su se statisticki
znacajno razlikovali u prvom mjerenju (T1) izmedu bolesnika s razli¢itim stupnjem teZine

bakterijske pneumonije pri prijemu,

2.) za dijagnosticke biomarkere izabrani su glikozilacijski parametri ¢ije se kretanje od prvog
do drugog mjerenja (T1 — T2) statisti¢ki znacajno razlikovalo izmedu bolesnika s razli¢itim

stupnjem tezine bakterijske pneumonije pri prijemu.

Na Slici 35, vidi se usporedni prikaz ROC krivulja Sest dijagnostickih testova za razlikovanje
blagog od srednje teSkog stupnja bakterijske pneumonije utemeljenih na prvom mjerenju (T1)

za GO, G1,G2,B, FiS.

AUC je iznosila je 59,44% za GO, 37,00% za G1, 40,25% za G2, 63,31% za B, 44,89% za F te
50,46% za S. Kao najtoc¢niji dijagnosticki test za razlikovanje blagog i srednje teskog stupnja

bolesti bakterijske pneumonije temeljen na prvom mjerenju (T1) pokazao se B.
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Slika 35. Usporedni prikaz ROC krivulja za razlikovanje blage od srednje teske bakterijske
pneumonije za agalaktozilirane (G0), monogalaktozilirane (G1), digalaktozilirane N-glikane
(G2), N-glikane s rac¢vajuc¢im N-acetilglukozaminom (B), fukozilirane i sijalinizirane N-
glikane imunoglobulina G. Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoséu
od 50% (nasumicno klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i
specificnosti za navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Na Slici 36, moze se vidjeti usporedni prikaz ROC krivulja Sest dijagnostickih testova za
razlikovanje blagog od teSkog stupnja bakterijske pneumonije utemeljenih na prvom mjerenju

(T1) za GO, G1, G2, B, Fi S.

AUC je iznosila 81,02% za GO0, 19,53% za G1, 19,94% za G2, 73,96% za B, 51,80% za F te
35,74% za S. Kao najtoc¢niji dijagnosticki test za razlikovanje blagog i teskog stupnja bolesti
bakterijske pneumonije temeljen na prvom mjerenju (T1) pokazao se GO.
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Slika 36. Usporedni prikaz ROC krivulja za razlikovanje blage od teske bakterijske
pneumonije za agalaktozilirane (G0), monogalaktozilirane (G1), digalaktozilirane N-glikane
(G2), N-glikane s rac¢vajuc¢im N-acetilglukozaminom (B), fukozilirane i sijalinizirane N-
glikane imunoglobulina G. Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoséu
od 50% (nasumicno klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i
specificnosti za navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Na Slici 37, moze se vidjeti usporedni prikaz ROC krivulja Sest dijagnostickih testova za
razlikovanje srednjeg od teSkog stupnja bakterijske pneumonije utemeljenih na prvom mjerenju

(T1) za GO, G1, G2, B, F i S.

AUC je iznosila 74,92% za GO, 31,89% za G1, 23,53% za G2, 64,71% za B, 57,59% za F te
34,37% za S. Kao najtocniji dijagnosticki test za razlikovanje srednjeg i teSkog stupnja bolesti

bakterijske pneumonije temeljen na prvom mjerenju (T1) pokazao se GO.
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Slika 37. Usporedni prikaz ROC krivulja za razlikovanje srednje od teske bakterijske
pneumonije za agalaktozilirane (G0), monogalaktozilirane (G1), digalaktozilirane N-glikane
(G2), N-glikane s rac¢vajuc¢im N-acetilglukozaminom (B), fukozilirane i sijalinizirane N-
glikane imunoglobulina G. Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoséu
od 50% (nasumicno klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i
specificnosti za navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Na Slici 38, moze se vidjeti usporedni prikaz ROC krivulja dva dijagnosti¢ka testa za
razlikovanje blagog od srednje teSkog stupnja bakterijske pneumonije utemeljenih na razlici

drugog (T2) i prvog (T1) mjerenja za GO i G2.

AUC je iznosila 64,23% za GO te 33,39% za G2. Kao najtocniji dijagnosticki test za
razlikovanje blagog od srednje teSkog stupnja bolesti bakterijske pneumonije temeljen na razlici

izmedu drugog (T2) i prvog (T1) mjerenja za pokazao se GO.
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Slika 38. Usporedni prikaz ROC krivulja za razlikovanje blage od srednje teske bakterijske
pneumonije za monogalaktozilirane (GO0) i digalaktozilirane (G2) N-glikane imunoglobulina
G. Crna dijagonalna linija predstavija dijagnosticki test s tocnoscu od 50% (nasumicno
klasificiranje). Prikazane ROC krivulje opisuju promjene u osjetljivosti i specificnosti za
navedene dijagnosticke testove s kontinuiranim biomarkerima (mjerenjima).

Najvecu dijagnosticku to¢nost u razlikovanju blagog 1 teSkog stupnja te srednje teSkog 1 teSkog
stupnja bakterijske pneumonije postigao je dijagnosticki test temeljen na prvom mjerenju (T1)
parametra GO. Razlika izmedu drugog (T2) 1 prvog (T1) mjerenja za parametar GO je takoder
postigla najvecu tocnost u razlikovanju blagog i srednje teskog stupnja bakterijske pneumonije.
Drugu najvecu to¢nost u usporedbama postigao je dijagnosticki test temeljen na prvom (T1)
mjerenju parametra B. Ostali glikozilacijski parametri nisu postigli zadovoljavajucu razinu

dijagnosticke to¢nosti (Tablica 51).
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Tablica 51. Tocnost dijagnostickih testova za razlikovanje stupnja tezine bolesti u bolesnika s
bakterijskom pneumonijom pri prijemu upotrebom izabranih glikozilacijskih parametara

Dijagnosticki test
Biomarker
AUC (%) Kvalitativna to¢nost testa

Prvo mjerenje (T1):

Blaga vs. srednje teSka bakterijska pneumonija

GO 59,44 Nedostatan
G1 37,00 Beskoristan
G2 40,25 Beskoristan

B 63,31 Granic¢no dobar
F 44,89 Beskoristan

S 50,46 Nedostatan

Blaga vs. teSka bakterijska pneumonija

GO 81,02 Vrlo dobar
G1 19,53 Beskoristan
G2 19,94 Beskoristan

B 73,96 Dobar

F 51,80 Nedostatan

S 35,73 Beskoristan

Srednje teska vs. teSka bakterijska pneumonija

GO 74,92 Dobar

G1 31,89 Beskoristan
G2 23,53 Beskoristan

B 64,71 Granic¢no dobar
F 57,59 Nedostatan

S 34,37 Beskoristan

Razlika izmedu drugog i prvog mjerenja (T2 — T1):

Blaga vs. srednje teSka bakterijska pneumonija
GO 64,23 Granic¢no dobar
G2 33,39 Beskoristan

AUC, povrsina ispod ROC krivulje (engl. area under ROC curve)
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5.3.8. Prognosticka vrijednost glikozilacije imunoglobulina G u predikciji ishoda lije¢enja

Prediktivnu vrijednost sest izvedenih glikozilacijskih parametara za duljinu boravka u bolnici

ispitali smo modelom linearne regresije za skupine bakterijska pneumonija i influenca.

Za svaki od Sest izvedenih glikozilacijskih parametara konstruirali smo model linearne regresije
u kojem je zavisna varijabla bila duljina boravka, a nezavisne varijable su bile izvedeni

glikozilacijski parametar u T1 uz zbunjujuce faktore — spol i dob.

Opcenito se u literaturi provodi logaritamska transformacija duljine boravka obzirom da duljina
boravka Cesto prati log-normalnu distribuciju. U naSem slucaju je duljina boravka bila priblizno
normalno distribuirana pa nismo Kkoristiti logaritamsku transformaciju. Sve pretpostavke
linearne regresijske analize provjerene su dijagnostickim grafovima u programskom jeziku R

(276).

U skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom, pokazalo se kako galaktozilacija
imunoglobulina G ima prognosticki znacaj u predikciji duljine boravka. Udio GO u tocki T1 se
pokazao kao statisti¢ki znacajan pozitivan prediktor za duljinu boravka u bolnici, kontrolirano
na utjecaj dobi i spola (p = 0,038, Tablica 52). Za svako 1-postotno povecanje udjela GO u
prvom mjerenju, duljina boravka pacijenta se produljila za 0,1 dan. S druge strane, udio G1 se
pokazao kao statisti¢ki znacajan negativan prediktor za duljinu boravka u bolnici — kontrolirano
na utjecaj dobi i spola (p = 0,019, Tablica 52). Za svako 1-postotno poveéanje udjela G1, duljina
boravka se skratila za 0,27 dana. Naposljetku, udio G2 se pokazao kao statisticki znacajan
negativan prediktor za duljinu boravka u bolnici, kontrolirano na utjecaj dobi i spola (p = 0,049,
Tablica 52). Za svako 1-postotno povecanje udjela G2, duljina boravka se skratila za 0,23 dana.
Ostali glikozilacijski parametri nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost s duljinom

boravka u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom.

U skupini bolesnika s influencom udio S u toc¢ki T1 se pokazao kao statisti¢ki znacajan
pozitivan prediktor duljine boravka (p = 0,015, Tablica 52). Za svakol-postotno povecanje

udjela S u prvom mjerenju duljina boravka bolesnika se produljila za 0,20 dana.
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Tablica 52. Rezultati linearne regresijske analize za prediktivnu vrijednost agalaktoziliranih
(G0), monogalaktoziliranih (G1) i digalaktoziliranih (G2) N-glikana imunoglobulina G

Duljina boravka

Prediktori modela B Cl p-vrijednost
Skupina bakterijska pneumonija

Odsjecak na osi 'y 2,65 -1,17 - 6,48 0,170
GO (T1) 0,10 0,01-0,19 0,038
Godine 0,06 0,01-0,12 0,027
Spol 2,48 0,76 — 4,20 0,005
R? / prilagodeni R? 0,249/ 0,216

Odsjecak na osi 'y 16,07 6,07 — 26,07 0,002
G1(T1) -0,27 -0,50 —-0,05 0,019
Godine 0,06 0,01-0,11 0,026
Spol 2,12 0,39-3,85 0,017
R? / prilagodeni R? 0,262 /0,229

Odsjecak na osi y 9,03 3,62 14,44 0,001
G2 (T1) -0,23 -0,46 —-0,00 0,049
Godine 0,06 0,01-0,12 0,030
Spol 2,62 0,88 -4,35 0,004
R? / prilagodeni R? 0,244 /0,210

Skupina influenca

Odsjecak na osi y 1,81 -2,60 -6,23 0,414
S(T1) 0,20 0,04-0,35 0,015
Godine 0,05 0-0,10 0,037
Spol 0,93 -0,73-2,59 0,266
R? / prilagodeni R? 0,150/ 0,106

Cl, 95%-tni interval pouzdanosti za f3; GO, agalaktozilirani glikani; G1, monogalaktozilirani glikani; G2, digalaktozilirani glikani; N, broj
ispitanika; R?, koeficijent determinacije; S, sijalinizirani glikani; T1, prvo mjerenje.
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6. RASPRAVA

Esencijalna uloga imunoglobulina G u regulaciji imunosnog sustava i borbi protiv infektivnih
bolesti ne moze se u potpunosti razumjeti bez razumijevanja promjena u njegovim N-glikanima
vezanim za aminokiselinu asparagin na poziciji 297 u podrué¢ju ulomka Fc imunoglobulina G.

Ovi glikani utjeCu na stabilnost protutijela, poluzivot, sekreciju, imunogenost i efektornu

funkciju (153,154,211,214).

Posljedi¢no sve je vedi interes za proucavanje promjena glikoma IgG-a u razli¢itim infektivnim
bolestima (262). U ovom istrazivanju SU po prvi puta sistemati¢no proucavane i usporedene
promjene N-glikoma 1gG-a u prirodnoj virusnoj infekciji (infekcija virusom influence) i
bakterijskoj infekciji (bakterijska pneumonija) tijekom tri zimske sezone.

Kao najistaknutije obiljezje N-glikoma 1gG-a koje pokazuje promjene u suprotnom smijeru,
ovisno o tome radi li se o bakterijskoj ili virusnoj infekciji, pokazala se srzna fukozilacija (F).
Tijekom aktivne virusne infekcije (infekcije virusom influence) opazili smo smanjenje udjela
N-glikana sa srznom fukozom, dok se suprotno pokazalo istinito za bakterijsku infekciju
(bakterijsku pneumoniju). Ove razlike u glikozilaciji 19G-a izmedu virusne i bakterijske
infekcije mogle bi se objasniti razli¢itim molekularnim mehanizmima uklju¢enim u imunosni

odgovor na ova dva tipa infekcije (210,279,280).

Infekcija virusom influence potice oslobadanje mnostva razlicitih citokina, a IFN-a jedan je od
najznacajnijih (281-284). IFN-a ve¢ je dosada bio povezan sa snizenim udjelom srzne fukoze
glikana 1gG-a stoga povecavajuci afinitet ulomka Fc imunoglobulina G za FcyRIIIA, $to
rezultira aktivacijom stanica NK te posljedi¢no znacajno pojacava ADCC i protuvirusnu
aktivnost stanica (195,196,285).

Naime, afukozilirani IgG ima ¢ak 20 do 40 puta veci afinitet za FcyRIIIA (195). lako je ve¢ dva
desetljeca poznato kako 1gG kojem nedostaje srzna fukoza (afukozilirani IgG) pojacava ADCC,
tek nedavno je afukozilacija antigen-specificnog IgG-a dovedena u vezu s imunosnim
odgovorom na viruse s ovojnicom te povezana s tezinom virusne infekcije (174,196). Pokazalo
se kako imunosni odgovor na razli¢ite viruse s ovojnicom, ali ne i imunosni odgovor na viruse
bez ovojnice, ima jednu zajedni¢ku osobinu, a to je afukozilacija antigen-specificnog IgG-a
(174). Tako je, primjerice, afukozilirani antigen-specifi¢ni 1gG u ljudi pronaden tijekom
infekcije sljede¢im virusima s ovojnicom: virusom humane imunodeficijencije (engl. human
immunodeficiency virus, HIV), virusom dengue, citomegalovirusom (CMV), virusom morbila,

virusom parotitisa, hepatitis B virusom i tijekom COVID-19 (engl. coronavirus disease 2019)
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infekcije, no do sada nije istrazen tijekom prirodne infekcije virusom influence
(174,253,256,267). Za razliku od Larsen i sur. (174), mi smo uspjeli pokazati, po prvi puta za
viruse s ovojnicom, da promjene u fukozilaciji tj. smanjene udjela fukozilacije 1gG tijekom
infekcije virusom influence nije vidljivo samo na antigen-specifi¢cnom IgG-u, ve¢ i na ukupnom
IgG-u prisutnom u serumu bolesnika. Time su nasi rezultati u skladu s rezultatima nedavne
studije koja je povezala razinu afukoziliranosti, kako antigen-specifi¢nog, tako i ukupnog IgG-
a s tezinom bolesti u sekundarnoj dengue groznici (267). Stoga, ovi rezultati suprotno nedavno
objavljenoj studiji autora Larsen i sur. (174), upucuju na to kako se promjene u fukozilaciji za
neke viruse s ovojnicom kao §to su virus influence i virus dengue, mogu takoder opaziti i na

ukupnom IgG (267).

Takoder, zanimljivo je za uociti da navedene promjene u fukozilaciji antigen-specifi¢nog IgG-
a u odgovoru na viruse s ovojnicom, nisu opazene nakon podjedini¢nog cijepljenja (cijepljenja
inaktiviranim fragmentiranim cjepivom) ve¢ samo nakon primjene atenuiranog cjepiva i
prirodne infekcije virusima s ovojnicom, upucujuc¢i na zakljuak kako je za nastanak
afukoziliranog 1gG-a potreban membranski kontekst te sugerirajuci kako se na temelju uocenih
promjena u glikozilaciji IgG-a nakon cjepljenja ne mogu samo tako direktno donositi zakljucci
0 promjenama u glikozilaciji tijekom prirodne infekcije, potvrdujuci vaznost proucavanja
glikozilacije u razli¢itim uvjetima (174). Uistinu, do sada su promjene N-glikoma 1gG-a vezano
uz virus influence proucavane samo nakon primjene cjepiva protiv gripe (176,269,286). Za
razliku od istrazivanja Selman i sur. (269), koji nakon primjene cjepiva protiv influence nisu
uocili promjene u fukozilaciji niti ukupnog niti antigen-specificnog IgG-a, mi smo pokazali da
je tijekom prirodne infekcije virusom influence uocljiv pad fukozilacije u skladu s teorijom
imunosnog odgovora na viruse s ovojnicom (174). Ove razlike mogle bi se objasniti
longitudinalnim dizajnom nase studije Sto nam je omogucilo da pratimo promjene glikozilacije
lgG-a tijekom vremena kod svakog pojedinca, i stoga, dokazuju¢i da iako se na razini
populacije glikozilacija moze Ciniti poprilicno stabilna tijekom infekcije, na pojedina¢noj razini

moze pretrpjeti znacajne promjene.

Takoder je zanimljivo kako je i u nasem istrazivanju, kao i u istrazivanju Larsen i sur. (174),
razina fukozilacije bila najniza u vrijeme serokonverzije. Navedeno korelira s opaZenim
vremenom maksimalne citotoksi¢nosti usmjerene protiv virusom influence zarazenih stanica
domacina (78,287). Podijelom skupine bolesnika s influencom prema tezini bolesti pri prijemu
pokazalo se da su se pocetni udjeli fukoziliranih N-glikana za pojedine skupine po tezini bolesti

u vremenu T1 znacajno razlikovali. Influenca bez pneumonije imala je statisticki znacajno nizi
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udio fukoziliranih N-glikana, dok je influenca s pneumonijom imala znacajno visi udio
fukoziliranih N-glikana u vremenu T1. Niski udio N-glikana sa srznom fukozom se dosada u

bolesnika s HIV infekcijom pokazao kao obiljezje dobro kontrolirane infekcije (253).

Nadalje, izmedu druge (T2) i tre¢e (T3) vremenske toc¢ke u skupini bolesnika s influencom
zabiljezen je statisticki znacajan porast razine fukozilacije. Navedeno je u skladu s rezultatima

istrazivanja glikozilacije u odgovoru na viruse s ovojnicom od strane Larsen i sur. (174) .

Zarazliku od skupine bolesnika s influencom, u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom
tijekom cijelog perioda prac¢enja opazili smo statisticki znacajan porast udjela fukoziliranih N-
glikana. Istrazivanja o promjenama glikozilacije 1gG-a u okviru bakterijskih infekcija u ljudi su
ograniena, ali na animalnom modelu se pokazalo da upala potaknuta primjenom
lipopolisaharida Gram-negativnih bakterija moze povecéati razinu fukozilacije unutar
centralnog Ziv€anog sustava (288). Porast udjela fukoziliranih N-glikana IgG-a primijecen je i
nakon primjene meningokoknog cjepiva, dok primjena pneumokoknog cjepiva nije imala
utjecaj na fukozilaciju (271). Za istaknuti je da se radilo o pilot studiji sa samo sedam, odnosno
Cetiri ispitanika (271)

Galaktozilacija ¢ini se takoder prati ove dijametralno suprotne razlike u imunosnom odgovoru
na bakterijsku i virusnu infekciju. Tako se udio galaktoziliranih N-glikana znacajno smanjio
jedino u bolesnika s bakterijskom pneumonijom (kako unutar skupine tako i odnosu na skupinu
bolesnika s influencom i kontrolnu skupinu) rezultiraju¢i ve¢im udjelom agalaktoziliranih
molekula IgG-a (GO0). S druge strane, u bolesnika s influencom imamo pomak ravnoteze prema
galaktoziliranim N-glikanima. Naime, unutar skupine bolesnika s influencom imamo statisticki
znacajan porast mono- i di-galaktoziliranih N-glikana kako unutar skupine tako i odnosu na
skupinu bolesnika s bakterijskom pneumonijom. Upravo je najvecu dijagnosti¢ku to¢nost u
razlikovanju virusne (influenca) od bakterijske (bakterijska pneumonija) infekcije postigao
dijagnosticki test s biomarkerom definiranim kao razlikom izmedu drugog i prvog mjerenja
(T2-T1) za digalaktozilirane N-glikane IgG-a s AUC koji je iznosio 75%, upucujuéi na
potencijalni dijagnosticki potencijal digalaktoziliranih N-glikana u razlikovanju virusne od

bakterijske infekcije.

Opazeno poveéanje udjela agalaktoziliranih N-glikana 1gG-a u bolesnika s bakterijskom
pneumonijom u skladu je s rezultatima analize N-glikozilacije 1gG-a u bolesnika sa subakutnim
bakterijskim endokarditisom (289). Naime, Bond i sur. (289) su takoder opazili povecanje

udjela agalaktoziliranih N-glikana 1gG-a u bolesnika sa subakutnim bakterijski endokarditisom
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u odnosu na kontrolnu skupinu. Ova usporedba je od posebnog znaCaja s obzirom da je
subakutni endokarditis najcesc¢e posljedica streptokokne infekcije, jednako kao i bakterijska
pneumonija (17,20,289,290). Takoder, povecanje udjela agalaktoziliranih glikana IgG-a
opazeno je i u bolesnika s drugim bakterijskim infekcijama kao $to su lepra i infekcija

klebsijelom (219).

Vec je i ranije povecanje udjela agalaktoziliranih N-glikana 19G-a dovedeno u vezu s razli¢itim
imunosnim mehanizmima koji se povezuju s imunosnim odgovorom na bakterijsku invaziju
(214). Jedan od tih mehanizama djelovanja agalaktoziliranog 1gG-a je aktivacija komplementa
putem klasi¢nog, alternativnog i/ili lektinskog puta nakon vezanja za manoza-vezujuéi lektin
(engl. mannose binding lectin, MBL), $to moze pridonijeti protutijelima potaknutoj upali
(291,292). No, rezultati istrazivanja za ovaj posljednji put aktivacije (aktivacija putem MBL)
nisu u potpunosti jednoznacni, te pojedina istrazivanja sugeriraju kako su efekti
agalaktoziliranog 1gG in vivo ponajprije posredovani aktivacijskim Fc-receptorima (293-296).
Nadalje, fagocitoza se pokazala kao jo§ jedan mehanizam imunosnog odgovora koji je klju¢an
u obrani od izvanstani¢nih bakterija (129). Tako su Mahan i sur. (263) u svojem istraZivanju
dokazali da razina agalaktoziliranog IgG-a pozitivno korelira s aktivnoséu fagocitoze. S
obzirom na vaznu ulogu aktivacije komplementa i fagocitoze u obrani organizma od infekcije
izvanstani¢nim bakterijama, rezultati analize galaktozilacije IgG-a u bolesnika s bakterijskom
pneumonijom u skladu su s poznatim mehanizmima imunosne obrane od infekcije

izvanstani¢nim bakterijama u ljudi (129).

Prije viSe od tri desetljeca je smanjenje udjela galaktoze i sijalinizacije u N-glikomu 1gG-a
dovedeno u vezu s autoimunim bolestima tj. pojacanim proupalnim odgovorom i tezinom
bolesti (215). Pokazalo se kako navedeni obrazac glikozilacije 19G-a koji je do sada bio
dosljedno opazan u sklopu autoimunih bolesti karakterizira i kroni¢ne infektivne bolesti, te je i
u brojnim drugim bolestima kojima je zajednic¢ka karakteristika podlezeca upala zabljezen
pomak ravnoteze prema pretezno agalaktoziliranim N-glikanima sugerirajuc¢i na mogucu ulogu
agalaktoziliranog i asijaliniziranog profila 1gG-a kao humoralnog markera upale (217-
219,297,298). Takoder se pokazalo kako se navedeni agalaktozilirani profil 1gG-a opazen
tijekom kroni¢ne infekcije, postizanjem kontrole upale moze izmijeniti tj. moze ponovno doci
do pomicanja ravnoteze prema pretezno galaktoziliranim N-glikanima (252). Rezultati ovog
doktorskog rada su pokazali da tezina bakterijske pneumonije pozitivno korelira upravo s
razinom agalaktoziliranih N-glikana 19gG-a. Naime bolesnici s teskom bakterijskom

pneumonijom su imali znac¢ajno vise udjele agalaktoziliranih N-glikana u odnosu na bolesnike
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s blagom bakterijskom pneumonijom te je tezina bolesti imala statisticki zna¢ajan utjecaj na
kretanje udjela agalaktoziliranih N-glikana. Najvecu dijagnosticku toc¢nost u razlikovanju
blagog i teskog stupnja te srednje teSkog i teSkog stupnja bakterijske pneumonije postigao je
dijagnosticki test temeljen na prvom mjerenju (T1) agalaktoziliranih N-glikana (AUC je iznosio
81,02%, odnosno 74,92%), dok je razlika izmedu drugog (T2) i prvog (T1) mjerenja za
agalaktozilirane N-glikane postigla je najvecu to¢nost u razlikovanju blagog i srednje teskog
stupnja bakterijske pneumonije (AUC 64,23%) .Navedeno je u skladu s prethodno opazenom
korelacijom galaktozilacije s tezinom bolesti u razli¢itim autoimunim i infektivnim bolestima

(252,254,257,260,299).

S obzirom da navedeni obrazac glikozilacije 1gG-a koji je do sada bio dosljedno opazan u
sklopu autoimunih bolesti — agalaktozilacija i asijalinizacija, karakterizira i kroni¢ne infektivne
bolesti i brojne druge bolesti kojima je zajedni¢ka karakteristika podlezeca upala, postavljena
je hipoteza da su navedene promjene u galaktozilaciji rezultat humoralnog odgovora na bilo
koji imunogen (300). Naime, studija Lastra i sur. (300) je pokazala da kada se miseve prebaci
iz sterilnog u nesterilno okruzenje dolazi do porasta titra 1gG protutijela i porasta udjela
agalaktoziliranih N-glikana 1gG-a, dok je pak pad titra protutijela praéen porastom udjela
galaktoziliranih N-glikana. Medutim, nalazi o utjecaju upale na regulaciju galaktozilacije su
kontradiktorni (262). Tako su Parekh i sur. (219) pokazali kako smanjenje udjela
galaktoziliranih N-glikana nije samo posljedica akutne ili kroni¢ne upale. Takoder, vise je
drugih istraZivanja ukazalo i na specifi¢nosti u glikozilacijskom profilu imunoglobulina G u
ovisnosti o specificnom patogenu (262). Tako je istrazivanje provedeno na patogen-specifi¢nim
protutijelima izoliranim od iste osobe, pokazalo kako za HIV-specifi¢na IgG protutijela imaju
znacajno razli¢it N-glikozilacijski profil nego za influencu-specifi¢na protutijela inducirana
cijepljenjem, dokazuju¢i da glikozilacija moZe biti usmjerena ovisno o patogenu odnosno

aktiviranom signalnom putu kako bi se uspjesno eliminiralo ciljanog patogena (263).

Populacijske studije su pokazale da su medu pojedincima razlike u glikozilaciji velike (38, 39),
anavedene razlike povezane su sa sklono$¢u pojedinim bolestima, tijekom bolesti 1 odgovorom
na terapiju (40-43). Stoga, glikani mogu potencijalno pomo¢i i u stratifikaciji bolesnika s
obzirom na prijemljivost nekih bolesti, tijek i ishod bolesti. U skupini bolesnika s bakterijskom
pneumonijom, pokazalo se kako galaktozilacija imunoglobulina G ima i prognosticki znacaj u
predikciji duljine boravka. Udio GO u tocki T1 se pokazao kao statisticki znacajan pozitivan
prediktor za duljinu boravka u bolnici. Za svako 1-postotno povecanje udjela GO u prvom

mjerenju, duljina boravka bolesnika u bolnici se produljila za 0,1 dan. S druge strane, udio G1
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I G2 se pokazao kao statistiCki znacajan negativan prediktor za duljinu boravka u bolnici. Za
svako 1-postotno povecanje udjela G1 1 G2, duljina boravka se skratila za 0,27 dana, odnosno
za 0,23 dana. Ostali glikozilacijski parametri nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost s
duljinom boravka u bolnici u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom. Dok ovi rezultati
mogu biti posljedica kako novonastale bolesti, isto tako mogu odrazavati prethodnu razinu
upale u organizmu i potaknuti na razmisljanje kako prethodna razina upale u organizmu
bolesnika moze imati kako ulogu u ja¢ini upalnog odgovora tako i sposobnosti uravnotezenog

imunosnog odgovora organizma.

Nasuprot tome, s obzirom na visoki udio N-glikana bez srzne fukoze tijekom infekcije virusom
influence, povecani udio galaktozilacije IgG-a moze djelovati kao kontrolni mehanizam, buduci
da moze zapoceti protuupalnu kaskadu putem vezanja na inhibitorni receptor FcyRIIB (301).
Zanimljiv primjer navedenog je reumatoidni artritis, bolest koja ¢esto odlazi u remisiju tijekom
trudnoce, $to korelira s porastom galaktozilacije u trudnoé¢i (220,221). Nadalje opazeno je
tijekom primjene antivirusne terapije u bolesnika s kroni¢nim hepatitisom B, kako se
postizanjem kontrole upale — supresijom virusne replikacije, moze ponovno do¢i do pomicanja

ravnoteze prema galaktoziliranom IgG profilu (252).

Opazene promjene u galaktozilaciji IgG-a u bolesnika s influencom u skladu su s rezultatima
analize glikozilacije 19G-a u odgovoru na infekciju s virusima s ovojnicom. Naime Larsen i sur.
(174) su pokazali kako je porast afukoziliranog 1gG-a u odgovoru na viruse s ovojnicom ¢esto
pracen istovremenim porastom udjela galaktoziliranih glikana. Takoder, poznato je kako
cijepljenje protiv gripe dovodi do relativno brzog i prolaznog porasta galaktozilacije antigen-

specifi¢nog IgG-a u ljudi (269).

Kao $§to smo ranije naglasili, INF-a igra vaznu ulogu u obrani organizma od virusne infekcije i
pokazalo se da utjeCe na mehanizme glikozilacije IgG-a unutar stanica B (285). Osim §to
povecava udio afukoziliranih N-glikana 1gG-a, pokazalo se da istodobno povecava i udio
galaktoziliranih N-glikana 1gG-a i to posebice digalaktoziliranih N-glikana (285). Za IFN-y, jos
jedan interferon koji igra vaznu ulogu tijekom infekcije virusom influence, takoder se pokazalo
da povecava udio galaktoziliranih N-glikana 1gG-a i to ponajprije monogalaktoziliranih N-
glikana, povecavajuci ekspresiju B4GalT1l unutar stanica B (210,238,302). Do sada su
afukozilirane i galaktozilirane strukture N-glikoma IgG-a (opazene u nasoj skupini bolesnika s
influencom) dovedene u vezu s pojacanom ADCC i ADCP, te je udio digalaktoziliranih N-
glikana pokazao pozitivnu korelaciju s trajanjem razdoblja koje je potrebno za reaktivaciju

virusa nakon prekida antiretrovirusne terapije, pokazujuci protektivan uc¢inak (196,303-305).
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Naime, galaktozilacija ulomka Fc pojacava afinitet afukoziliranog IgG za Fcy-receptor Ill
priblizno dva puta i ve¢ je ranije povecanje udjela monogalaktoziliranih i digalaktoziliranih N-
glikana dovedeno u vezu s pojacanom virusnom inhibicijom i boljom kontrolom bolesti
(263,306). Takoder, opazeno povecanje udjela galaktoziliranih N-glikana u bolesnika s
influencom u skladu je s opazenim padom udjela fukoziliranih N-glikana u istoj skupini
bolesnika, s obzirom da se do sada pokazalo kako je aktivnost FUT8 strogo regulirana
prisutnoscu galaktoze. Naime vezanje galaktoze onemogucava daljnje vezanje fukoze od strane

FUTS (236,307).

Prisutnost ra¢vajuc¢eg GIcNAc u glikomu IgG-a povezuje se s proupalnom aktivno$cu i
pojacanom ADCC, no njegov se udio u nasem istrazivanju sSmanjio u obje bolesti (214,308).
Smanjenje udjela ra¢vajuéeg GIcNAc u glikomu 1gG-a u bolesnika s bakterijskom
pneumonijom moze se barem djelomi¢no objasniti prisutnos¢u srzne fukoze koja ima
inhibitorni uc¢inak na dodavanje racvajué¢eg GlcNAc (307,309). Iako se o¢ekuje da srzna fukoza
i dodavanje rac¢vajuc¢eg GIcNAc idu u suprotnom smjeru, mi smo opazili smanjenje obiju ovih
karakteristika u N-glikomu IgG-a u skupini bolesnika s influencom (63,307,309,310). No, nasa
zapazanja iako U suprotnosti s prethodno navedenim, u skladu su s promjenama antigen-
specificnog IgG-a nakon cijepljenja protiv influence i u skladu su s promjenama ukupnog
serumskog glikoma u bakterijskoj sepsi na animalnom modelu — gdje je zabiljezen pad razine
rac¢vajuc¢eg GIcNAc neovisno o tome da li se radilo o Gram-pozitivnom ili Gram-negativhom
uzro¢niku (263,269,311). lako znacenje pada razine glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u ukupnom
serumskom glikomu na animalnom modelu bakterijske sepse nije sasvim jasno, ¢injenica da je
IgG jedan od najzastupljenijih glikoproteina plazme i zapazanje kako tijekom sepse pad razine
IgG-a korelira s pove¢anim mortalitetom, kao moguce objaSnjenje pada razine glikana s
ra¢vaju¢im GIcNAc-om namece se promjena razine IgG-a ili promjena sastava glikana 1gG-a,
navedeno bi se moglo potkrijepiti rezultatima ovog doktorskog rada zabiljezenim u skupini
bolesnika s bakterijskom pneumonijom (161,311,312). Naime, osim $to je u cijeloj skupini
bolesnika s bakterijskom pneumonijom zabiljeZzen pad udjela N-glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc-
om izmedu prve i druge vremenske toc¢ke (razdoblje serokonverzije), podjelom ispitanika na
skupine po tezini bolesti pri prijemu, zabiljezeno je kako su razine N-glikana s rac¢vajué¢im
GIcNAC u tre¢oj vremenskoj to¢ki (dvadeset i osmog dana po prijemu) u skupini bolesnika sa
srednje teSkom i teSkom bakterijskom pneumonijom bile znacajno nize u odnosu na skupinu
bolesnika s blagom bakterijskom pneumonijom, odnosno znacajno je bio sporiji povratak na

pocetne razine. Upravo je dobru dijagnosticku to¢nost u razlikovanju blage od teske bakterijske
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pneumonije postigao dijagnosticki test s biomarkerom definiranim kao razina N-glikana s
ra¢vaju¢éim GIcNAc u prvom mjerenju (T1) s AUC koji je iznosio 73%, upucujuéi na
potencijalni dijagnosticki potencijal N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u razlikovanju blage od

teske bakterijske infekcije.

Takoder, podjelom skupine bolesnika s influencom prema tezini bolesti pri prijemu na dvije
skupine — skupina bolesnika s influencom bez pneumonije i skupina bolesnika s influencom i s
pneumonijom, zabiljeZena je statisticki znacajna uloga razine N-glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc
u razlikovanju navedenih skupina po tezini bolesti. Naime, bolesnici s influencom i s
pneumonijom su imali znac¢ajno nize vrijednosti N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u odnosu na
skupinu influence bez pneumonije. Nasi rezultati su u skladu s rezultatima istrazivanja
glikozilacije u bolesnika s teSkom COVID-19 infekcijom (174,313). Naime Petrovi¢ i sur. (313)
su pokazali kako je razina N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u negativnoj uzajamnoj vezi s
tezinom COVID-19 infekcije. No, s obzirom na dizajn studije (studija presjeka), Petrovic i sur.
(313) nisu bili u mogucnosti donijeti zakljucak da li je opaZena promjena rezultat od prije
prisutnih rizi¢nih ¢imbenika u bolesnika ili rezultat brze promjene glikozilacije IgG-a. S
obzirom na longitudinalni dizajn nase studije i s obzirom da se ispitivane skupine bolesnika s
influencom prema tezini bolesti nisu razlikovale u razini N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u
prvoj vremenskoj tocki (nulti dan po prijemu) — sugerirajuci da promjena nije rezultat od ranije
prisutnih razlika medu bolesnicima, mozda bismo mogli zakljuciti kako su opazene razlike
izmedu bolesnika s influencom bez pneumonije i bolesnika s influencom i s pneumonijom u
razini N-glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc rezultat poveéanja udjela novosintetiziranog antigen-
specificnog 1gG-a, odnosno brze promjene u glikozilaciji 1gG-a. Buducéi da se inace poviSene
vrijednosti N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc dovede u vezu s pojaéanom aktivnos¢u ADCC-a
(koja predstavlja znac¢ajan mehanizam obrane od virusne infekcije), znacajno niza razina N-
glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u bolesnika s influencom i s pneumonijom u odnosu na bolesnike
bez pneumonije, moze znaciti nizu aktivnost ADCC-a u bolesnika s tezim oblikom bolesti
(235,308). lako opazene razlike u razini N-glikana s ra¢vaju¢éim GIcNAc medu dvijema
skupinama bolesnika s influencom (bolesnici s influencom bez pneumonije u odnosu na
bolesnike s influencom i s pneumonijom) nisu postigle zadovoljavajucu dijagnosti¢ku to¢nost
(AUC 28,84% za B T2-T1) da bi se mogla predloziti upotreba razine N-glikana s rac¢vaju¢im
GlcNAc kao prediktora tezine influenca infekcije, zanimljivo je opaZanje kako promjene
glikozilacije 1gG-a koje vode gubitku ADCC mogu biti jedan od molekularnih mehanizama u

podlozi teske influenca infekcije. S druge pak strane, bakterijska pneumonija uzrokovana
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Streptococcus pneumoniae poznata je komplikacija influenca infekcije (314). Naime
nemetilirani CpG-slijed (engl. CpG oligodeoxynucleotide, CpG ODN), izvor kojeg je
bakterijska DNA, ligand je za endosomalni TLR9 u limfocitima B i ima ulogu u aktivaciji i
diferencijaciji limfocita B (238,315). Proucavanjem uéinka nemetiliranog CpG-slijeda na
diferencijaciju limfocita B, pokazalo se da stimulacija stanica B nemetiliranim CpG-slijedom
rezultira nastankom 1gG-a sa smanjenim udjelom N-glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc. Navedena
¢injenica bi mogla biti poveznica izmedu opazenog smanjenja N-glikana s racvaju¢im GlcNAc
u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom i u skupini bolesnika s teskim oblikom

influenca infekcije — influenca s pneumonijom.

Razlicitosti u glikozilacijskom profilu izmedu bolesnika s influencom i bolesnika s
bakterijskom pneumonijom opazene su i U rezultatima analize sijaliniziranih N-glikana IgG-a.
Povecanje udjela sijaliniziranih N-glikana u bolesnika s influencom izmedu prve i druge
vremenske tocke, vjerojatno je posljedica sinteze antigen-specifi¢nog IgG-a (176). Naime,
sijalinska kiselina je potrebna za uspje$no vezanje virusa influence za stanicu te stoga povecana
sijalinizacija 1gG-a moze blokirati vezanje virusa za stanicu preko hemaglutinina, oponasajuci
sijalosaharidne receptore na stanici domacina (36,39,203,316). Ujedno, ta sijalinizirana 1gG
protutijela vezana za antigen, jedan su od faktora koji utje¢u na kvalitetu odgovora na antigene
influence vezujuci se za Fc-receptor CD23 na aktiviranim limfocitima B, ¢ime pojacavaju
ekspresiju inhibitornog Fcy-receptora 1B na zrelim, aktiviranim stanicama B, podizu¢i prag za
aktivaciju BCR i time poticuci sazrijevanje onih stanica B koje stvaraju neutralizirajuca
protutijela visokog afiniteta za vezanje antigena (176,203). Imunizacija takvim sijaliniziranim
imunokompleksom (HA vezan za 1gG sa sijaliniziranim ulomkom Fc), rezultirala je nastankom
molekula IgG-a s visokim afinitetom za nepromjenjivi dio HA imajuci potencijalnu primjenu u

razvoju ucinkovitije imunizacije u borbi protiv infekcije virusom influence (176,203).

Takoder, dodavanje sijalinske kiseline ulomku Fc IgG-a mijenja izvr$ni odgovor
imunoglobulina G iz proupalnog u protuupalni (178,185,201,228). Upravo se terapijska,
protuupalna aktivnost visokih doza IVIG pripravaka pripisuje prisutnosti sijalinske kiseline na
protutijelima (178,185). Naime, sijalinizirani Fc ulomci IVIG pripravka (a prema pojedinim
istrazivanjima i sijalinizirani Fab ulomci) vezu se i aktiviraju tip 11 Fc-receptora (tzv. o glikanu
ovisni receptori, primjer kojih su DC-SIGN i CD23 receptori) (154,178,185,200,211,228).
Jedna od poznatih posljedica aktivacije tipa Il Fc-receptora je pokretanje protuupalne aktivnosti
tj. poboljsana kontrola upale (176,184). Poznato je kako je upotreba IVIG pripravaka tijekom
pandemija uzrokovanih virusom influence 1918. i 2009. godine smanjila mortalitet za 26%
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odnosno 50%, a nedavna istrazivanja ukazuju da bi uspjesnost mogla biti i ve¢a modifikacijom
za influencu specifi¢nih protutijela u hIVIG pripravcima (engl. hyperimmune intravenous
immunoglobulin, hIVIG) — tzv. Flu-IVIG pripravcima (317-319). S druge pak strane,
sijalinizacija imunoglobulina G nema utjecaja na pokretanje ADCC (195). Budu¢i da se
imunosni odgovor na influencu ponajprije odvija u plu¢ima, gdje je pozeljna brza eliminacija
patogena bez pretjerane upale, profil glikozilacije 1gG-a koji ima sposobnost pokretanja
ADCC-a (opazena afukozilacija i galaktozilacija u skupini bolesnika s influencom), a
istovremeno ima protuupalnu aktivnost (povecanje udjela sijaliniziranih glikana i pad udjela
glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc-om), bi bio primjer savrSeno uravnotezenog zastitnog imunosnog
odgovora (320). Upravo profil glikozilacije koji smo mi opazili u bolesnika s influencom —
porast udjela galaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana, uz pad udjela fukoziliranih N-glikana
i N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc-om, odgovara prethodno opisanom zastitnom profilu
glikozilacije, a isti profil glikozilacije opazili su Mahan i sur. (263) i Selman i sur. (269) na za
influencu-specificnim protutijelima nakon primjene cjepiva protiv gripe. Medutim, za razliku
od ove dvije studije u kojima nisu opazene nikakve promjene na ukupnom IgG-u, mi smo

opazili istovjetan profil glikozilacije, ali na ukupnom IgG-u (263,269).

Pocetno povecanje sijalinizacije praceno je padom izmedu druge i tre¢e vremenske toc¢ke u obje
bolesti. Ovaj pomak prema viSe proupalnom IgG glikozilacijskom profilu mogao bi biti
posljedica steCenih mehanizama tijekom prolongirane infekcije putem aktivacije tipa | Fcy-
receptora (176,214). Stovise, u slu¢aju influence takoder bi to moglo biti posljedica promjene
u mjestu nastajanju IgG iz plazmablasta u memorijske B stanice kao $to je opaZeno tri tjedna

nakon cijepljena protiv influence (176).

Suprotno skupini bolesnika s influencom, u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom
imamo statisticki znacajan trend pada sijalinizacije tijekom cijelog ispitivanog razdoblja.
Navedeni pad sijalinizacije moze se barem djelomi¢no objasniti niskim udjelom
galaktoziliranih N-glikana, buduci da je za dodavanje sijali¢ne kiseline N-glikanu 1gG-a nuzna
prisutnost galaktoze (159). Navedena promjena u razini sijalinizacije moze predstavljati
prekretnicu izmedu prirodno protuupalnog stanja organizma u Stanju homeostaze prema
steCenom proupalnog stanja nakon stimulacije nepoznatim antigenom (200). Pad sijalinizacije
zajedno s agalaktoziliranim profilom IgG-a kojeg smo opazili u skupini bolesnika s
bakterijskom pneumonijom prati proupalni profil glikozilacije 1gG-a do sada opisan kod
autoimmunih i kroniénih infektivnih bolesti (219,252,254,255,260). Ono §to je moguéa podloga

navedenog opaZanja, a zajednicko je autoimunim bolestima i kroni¢nim infektivnim bolestima,
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je jaka i1 dugotrajna upala sugeriraju¢i na mogucu ulogu agalaktoziliranog i asijaliniziranog
profila 19G-a kao humoralnog markera upale (160). Navedeno ne ¢udi s obzirom da je
potvrdeno kako glikozilacija IgG-a i1 upalne bolesti dijele pojedine zajednicke genetske
regulatorne mehanizme (160). U prilog navedenom ide znatno jaci upalni odgovor Koji smo
zabiljezili u skupini bolesnika s bakterijskom pneumonijom u odnosu na skupinu bolesnika s
influencom. Takoder, pokazalo se da autoimune bolesti i bakterijska pneumonija dijele
zajednicki citokinski profil — poviSena razina IFN-y, TNF-a, IL-21, IL-17A i pojacana
ekspresija citokina BAFF i APRIL, za koje se pokazalo da utje¢u na glikozilaciju 19G-a unutar
limfocita B (10,210,321-325). Medutim Parekh i sur. (219), usporednom analizom razli¢itih
autoimunih i infektivnih bolesti, su pokazali da smanjenje galaktozilacije (kao obiljezje
autoimunog profila glikozilacije) nije jednoznacno posljedica akutne ili kroni¢ne upale. Stoga
da li je profil glikozilacije 1gG posljedica samo upale ili je reguliran ovisno o antigenu odnosno

patogenu ili mozda pak posljedica jednog i drugog nije jos$ uvijek u potpunosti jasno.

Kao jo§ jedno moguce objasnjenje profila glikozilacije opaZzenog u bolesnika s bakterijskom
pneumonijom (smanjenje sijalinizacije 1 galaktozilacije) jest specificnost imunosnog odgovora
u borbi protiv izvanstani¢nih bakterija. Naime smanjenje sijalinizacije i galaktozilacije
povezuje s pojacanom aktivacijom komplementa i pojacanom fagocitozom, obrambenim
mehanizmima za koje znamo da igraju vaznu ulogu u obrani organizma od infekcije uzrokovane

izvanstani¢nim bakterijama (263,291,292).

Za istaknuti je kako su rezultati ovog istrazivanja pokazali kako je glikozilacija 19G-a unutar
kontrolne skupine, za razliku od skupine bolesnika s influencom i bakterijskom pneumonijom,

bila stabilna tijekom cijelog perioda pracenja.

Zakljucno, rezultati ovog istrazivanja upucuju na dijametralno suprotan glikozilacijski profil u
bolesnika s virusnom infekcijom (bolesnici s influencom) i bolesnika s bakterijskom infekcijom
(bakterijska pneumonija) upucéujuci na prisutnost za bolest specificnih promjena glikozilacije i
imajuéi potencijalnu dijagnosti¢ku i/ili prognosti¢ku vrijednost. Naime, obrazac glikozilacije
opazen u bolesnika s bakterijskom pneumonijom karakteriziran je porastom udjela
agalaktoziliranih i asijaliniziranih N-glikana $to se povezuje s pojacanom upalom I pojaanom
aktivacijom komplementa i fagocitozom, obrambenim mehanizmima za koje znamo da igraju
vaznu ulogu u obrani organizma od infekcije uzrokovane izvanstani¢nim bakterijama. Suprotno
tome, obrazac glikozilacije opazen u bolesnika s influencom obiljezen je porastom udjela

afukoziliranih i galaktoziliranih N-glikana (profil glikozilacije 1gG-a koji ima sposobnost
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pokretanja ADCC i o protutijelima ovisne virusne inhibicije) i povecanjem udjela sijaliniziranih
glikana i padom udjela N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc (Sto se povezuje s sposobnoscu
protutijela da neutraliziraju virus influence i protuupalnom aktivnos$cu). Stoga, opazeni profil u
bolesnika s influencom u skladu je s dobro poznatim mehanizmima imunosne obrane u borbi
protiv virusne infekcije i primjer je dobro uravnotezenog zastitnog imunosnog odgovora
usmjerenog na brzu eliminaciju patogena bez pretjerane upale. Navedene razlike u N-glikomu
IgG-a izmedu bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom jasno pokazuju
kako je glikozilacija 1gG-a rezultat razli¢itih imunosnih putova u podlozi dviju navedenih

bolesti.

Opazene promjene u glikozilaciji IgG-a promatrane su na ukupnom IgG-u te se na temelju
rezultata ovog rada ne mogu donositi zakljuéci o promjenama glikozilacije antigen-specifi¢nog
IgG-a. Tumacenje rezultata analize glikozilacije IgG-a u prvom mjerenju dijelom je ogranic¢eno
nepostojanjem podataka o profilu glikozilacije 1gG-a u bolesnika tijekom perioda homeostaze,
tj. prije infekcije 1 nepostojanjem podataka o genetskim razli¢itostima medu pojedincima za
koje je takoder poznato da imaju utjecaj na glikozilacijski profil pojedinca. Navedena
ogranienja SuU sStoga i pokuSana zaobi¢i strogim ukljuénim i iskljuénim Kkriterijima,
longitudinalnim dizajnom studije, ispitivanjem promjena glikozilacije 19G-a kako u skupinama
bolesnika tako i u kontrolnoj skupini zdravih ispitanika (u kojoj je kretanje glikozilacije 19G-a
bilo stabilno tj. bez promjena) i kontrolirajuci na utjecaj dobi i spola tijekom statisticke obrade
podataka. S obzirom da je istrazivanje provedeno u bjelackoj populaciji, rezultati istrazivanja

se nemogu poop¢iti na druge rase i etnicke skupine.

Promjene glikozilacije imunoglobulina G u sklopu influence su do sada prema naSim
saznanjima opisane u ljudi samo nakon cijepljenja protiv influence te su rezultati navedenih
istrazivanje nekonzistentni. S obzirom da je humoralni imunosni odgovor osnova zaStitne
cjepivom inducirane imunosti, dobro su poznata nastojanja da se cjepivima pokuSa oponaSati
osobine zastitne humoralne imunosti u sklopu prirodne infekcije. Smatramo da bi jedan od
doprinosa ovog rada bilo upravo otkrivanje karakteristika zastitnog humoralnog imunosnog
odgovora u sklopu prirodne infekcije 1 u ovisnosti o tezini klinicke slike §to moze pomo¢i u

prenosenju navedenih spoznaja u svrhu razvoja u¢inkovitije i sigurnije imunizacije.

Problem postavljanja etioloske dijagnoze pneumonije upotrebom dosadasnjih mikrobioloskih
metoda potice na potragu za novim biomarkerima u sistemskoj cirkulaciji. Razlikovanje virusne

1 bakterijske etiologije u akutnim respiratornim infekcijama, s obzirom na razliciti terapijski
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pristup, je od posebnog interesa kako za istrazivace tako i za klini¢are. Stoga rezultati ovog
doktorskog rada koji ukazuju kako odredivanje glikozilacijskog profila 1gG-a moze posluziti
kao dijagnosticki biomarker u razlikovanju virusne (influence) od bakterijske infekcije

(bakterijske pneumonije), su od posebnog interesa.

S obzirom na vaznu terapijsku ulogu nespecificne glikozilacije u ublazavanju upale, primjer
¢ega je IVIG, razumijevanje kljucnih modifikatora glikozilacije ukupnog IgG-a moze, ne samo
pomoci kontrolirati upalu uzrokovanu imunosnim odgovorom, ve¢ i pruziti uvid u populacije
pod rizikom za pojedine infekcije. Stoga glikani mogu potencijalno pomoc¢i u stratifikaciji

bolesnika s obzirom na prijemljivost nekih bolesti, tijek i ishod bolesti.

Takoder, s obzirom na povecanu rezistenciju na antibiotike i moguénost da se laboratorijskim
modifikacijama N-glikana IgG-a podesi terapijska svojstva monoklonskih protutijela i saznanje
kako Fc-glikozilacija ima vazno mjesto u kontroli infekcije — za patogen-specifi¢nim
usmjeravanjem imunosnog odgovora, identificiranje razlicitih glikozilacijskih profila IgG-a
tijekom prirodne infekcije razli¢itim patogenima, preduvjet je za oblikovanje terapijskih
protutijela koja pokre¢u optimalne izvrSne imunosne mehanizme za eliminaciju pojedinog

patogena.

| naposljetku, bilo bi zanimljivo istraziti povezanost opazenih promjena kako s razli¢itim
markerima upale tako 1 s razliitim izvrSnim imunosnim mehanizmima u ljudi tijekom prirodne

infekcije ispitivanim patogenima.
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7. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju SU po prvi puta sistemati¢no proucavane i usporedene promjene N-glikoma
imunoglobulina G u prirodnoj infekciji virusom influence i bakterijskoj infekciji (bakterijskoj

pneumoniji) u ljudi.

Usporedbom N-glikozilacijskog profila imunoglobulina G u bolesnika s influencom i bolesnika
s bakterijskom pneumonijom opazene su dijametralno suprotne razlike u glikozilacijskom
profilu imunoglobulina G. Dok je obrazac glikozilacije opaZzen u bolesnika s influencom
obiljezen porastom udjela afukoziliranih, galaktoziliranih i sijaliniziranih N-glikana, suprotno
tome obrazac glikozilacije opazen u bolesnika s bakterijskom pneumonijom karakteriziran je
porastom udjela fukoziliranih, agalaktoziliranih i asijaliniziranih N-glikana, ukazuju¢i kako je
glikozilacija imunoglobulina G pod utjecajem razli¢itih molekularnih puteva specifiénih za
pojedinu bolest. Ovi rezultati potvrduju da se glikozilacija imunoglobulina G u bolesnika s
influencom razlikuje od glikozilacije imunoglobulina G u bolesnika s bakterijskom

pneumonijom, te su navedeni rezultati u skladu s postavljenom hipotezom.

Uzimajuéi u obzir i rezultate dosadasnjih istrazivanja, rezultati ovog doktorskog rada upucuju
na razmisljanje kako je tijekom infekcije virusom influence imunosni odgovor reguliran na
nacin da se pojacava ADCC smanjenjem udjela fukozilacije, dok povecanje sijalinizacije
neutralizira virusnu infekciju 1 potice proizvodnju visokoafinitetnog neutralizirajuceg
imunoglobulina G. Nasuprot tome, tijekom bakterijske pneumonije promjene N-glikoma
imunoglobulina G vise su usmjerene prema povecanju aktivacije komplementskog sustava kroz

smanjenje galaktozilacije.

Sve prikazane promjene N-glikozilacije bile su opazene na ukupnom imunoglobulinu G,
ukazuju¢i da promjene u glikozilaciji IgG protutijela nisu posljedica samo promjene
glikozilacije antigen-specifi¢cnih protutijela, ve¢ su posljedica sistemskog odgovora na
infekciju. S obzirom na sistemski karakter ovih promjena, srzna fukozilacija kao najizrazenija
razlika izmedu bakterijske 1 virusne infekcije opaZzena u ranoj fazi infekcije, moze biti polazna
tocka za buduca istrazivanja u kojima bi se upravo srzna fukozilacija mogla Koristiti kao
dodatan alat za razlikovanje ovih dvaju tipova infekcije. Najvecu dijagnosti¢ku to¢nost (AUC
= 75%) u razlikovanju ova dva tipa infekcije postigao je dijagnosticki test s biomarkerom
definiranim kao razlikom izmedu drugog i prvog mjerenja za digalaktozilirane N-glikane

imunoglobulina G, potvrduju¢i kako odredivanje glikozilacijskog profila imunoglobulina G
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moze posluziti kao dijagnosticki biomarker u razlikovanju virusne (influence) od bakterijske

infekcije (bakterijske pneumonije).

Utvrdivanjem dinamike glikozilacijskog profila imunoglobulina G tijekom bolesti u obje
skupine bolesnika pokazalo se da glikozilacija imunoglobulina G ima i prognosti¢ku vrijednosti
u predikciji tezine bolesti i ishoda lijecenja u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom
pneumonijom. Tako je udio agalaktoziliranih N-glikana bio je zna¢ajno visi u skupini bolesnika
s teSkom bakterijskom pneumonijom, te se pokazao kao statisticki znacajan pozitivan prediktor
duljine boravka u bolnici. Dok se podjelom skupine bolesnika s influencom prema tezini bolesti
pokazalo kako su bolesnici s influencom i s pneumonijom imali znac¢ajno nize vrijednosti N-

glikana s ra¢vaju¢im GlcNAc u odnosu na skupinu bolesnika s influencom bez pneumonije.

Kada se sve uzme u obzir, uo¢ene promjene N-glikoma imunoglobulina G ukazuju na ¢injenicu
kako je glikozilacija imunoglobulina G dinamican i strogo reguliran proces koji omogucava
fino podeSavanje imunosnog odgovora domacdina na specifiénog patogena. Zakljucno,
glikozilacijski profil imunoglobulina G moze posluziti kao biomarker s dijagnostickim
(razlikovanje virusne od bakterijske infekcije) 1 prognostickim znacenjem (predikcija tezine

bolesti i ishoda lije¢enja) u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom.
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8. KRATKI SADRZAJ

Cilj ovog rada je bio usporediti N-glikozilacijski profil imunoglobulina G u bolesnika s
influencom 1 bolesnika s bakterijskom pneumonijom i utvrditi moze li odredivanje

glikozilacijskog profila imunoglobulina G posluziti kao dijagnosticki i prognosticki biomarker.

U istrazivanje je ukljuceno 75 odraslih bolesnika hospitaliziranih zbog bakterijske pneumonije,
64 odrasla bolesnika hospitalizirana zbog influence i 56 zdravih ispitanika. U tri navrata (1., 7.
1 28. dana od prijema) metodama kromatografije odreden je glikozilacijski profil
imunoglobulina G u serumu svih bolesnika i zdravih ispitanika. Tijekom istrazivanja
prikupljani su brojni podatci o tezini bolesti i ishodu lije¢enja. Razlike u glikozilaciji medu
ispitivanim skupinama ispitane su implementacijom linearnog mjesovitog modela, dok smo
dijagnosticki potencijal procijenili koriste¢i se ROC analizom. Prognosticki potencijal u
predikciji duljine boravka u bolnici istrazili smo upotrebom modela linearne regresije.
Opazene su dijametralno suprotne razlike u glikozilacijskom profilu u bolesnika s influencom
1 bolesnika s bakterijskom pneumonijom. Dok je obrazac glikozilacije opazen u bolesnika s
influencom obiljezen porastom udjela afukoziliranih, galaktoziliranih i sijaliniziranih N-
glikana, suprotno tome obrazac glikozilacije opazen u bolesnika s bakterijskom pneumonijom
karakteriziran je porastom udjela fukoziliranih, agalaktoziliranih i asijaliniziranih N-glikana.
Najvecu dijagnosticku tocnost (AUC = 75%) u razlikovanju ova dva tipa infekcije postigao je
dijagnosticki test s biomarkerom definiranim kao razlikom izmedu drugog i prvog mjerenja za
digalaktozilirane N-glikane imunoglobulina G. Udio agalaktoziliranih N-glikana bio je
znacajno visi u skupini bolesnika s teSkom bakterijskom pneumonijom i pokazao se kao
statisticki znacajan pozitivan prediktor duljine boravka u bolnici. Dok se podijelom skupine
bolesnika s influencom prema tezini bolesti pokazalo kako su bolesnici s influencom i s
pneumonijom imali znacajno niZe vrijednosti N-glikana s ra¢vaju¢im GIcNAc u odnosu na
skupinu influence bez pneumonije.

Zakljuéno, glikozilacijski profil imunoglobulina G moZe posluziti kao biomarker s
dijagnostickim (razlikovanje virusne od bakterijske infekcije) 1 prognostickim znacenjem
(predikcija tezine bolesti i ishoda lije¢enja) u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom

pneumonijom.

Kljuéne rijeci: bakterijska pneumonija, biomarkeri, glikozilacija, imunoglobulin G, influenca.
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9. SUMMARY

Comparison of Immunoglobulin G Glycoslylation in Influenza and Bacterial Pneumonia

Patients
Marina Kljakovi¢-Gaspi¢ Batinjan, 2024.

The aim of this study was to compare the N-glycosylation profile of immunoglobulin G (IgG)
in patients with influenza and patients with bacterial pneumonia, and to determine whether the

glycosylation profile of 1gG could serve as a diagnostic and prognostic biomarker.

The study included 75 adult patients with bacterial pneumonia, 64 adult patients with influenza,
and 56 healthy subjects. Glycosylation profile of IgG in the serum of all subjects was
determined by chromatographic methods on three occasions. Differences between the studied
groups were examined with a linear mixed model, while the diagnostic potential was assessed
using ROC analysis and the prognostic potential using a linear regression model. Diametrically
opposite differences were observed in influenza and bacterial pneumonia patients (with an AUC
of 0.75 for digalactosylated N-glycans). Agalactosylated N-glycans were significantly higher
in the group of patients with severe bacterial pneumonia and proved to be a positive predictor
of the length of hospital stay, while patients with severe influenza had significantly lower values
of N-glycans with bisecting GICNAc.

In conclusion, the glycosylation profile of immunoglobulin G could serve as a diagnostic and

prognostic biomarker in patients with influenza and bacterial pneumonia.

Key words: bacterial pneumonia, biomarkers, glycosylation, immunoglobulin G, influenza.
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PRILOG 1

Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*
Zavod za akutne respiratorne infekcije
Zagreb, Mirogojska 8

INFORMIRANI PRISTANAK NA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU
“Usporedba glikozilacije imunoglobulina G u bolesnika s influencom i
bolesnika s bakterijskom pneumonijom”

OBRAZAC ZA ISPITANIKE/BOLESNIKE

Postovani,

pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istraZivanju u kojem se ispituju
epidemioloske, klinicke, mikrobioloske i laboratorijske osobitosti te glikozilacijski profil
imunoglobulina G u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom hospitaliziranih u
Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.

Voditelj istraZivanja je doc. dr. sc. prim. Rok Civljak, dr. med., nastavnik Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu i procelnik Zavoda za akutne respiratorne infekcije Klinike za infektivne bolesti
,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu. U istrazivanje ¢e biti ukljuceni jos i djelatnici Klinike za infektivne
bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢™ u Zagrebu: prof. dr. sc. Alemka Markoti¢, ravnateljica Klinike; prof. dr.
sc. Ilija Kuzman, odjelni lijecnik; Eva Huljev, dr. med., odjelni lijje¢nik; Marina Kljakovi¢-Gaspi¢
Batinjan, dr. med., specijalizantica Klinike za anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivnu medicinu,
KBC Zagreb te studentica poslijediplomskog doktorskog studija ,,Biomedicina i zdravstvo“
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, te Moris Bagi¢, student VI. godine Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Istrazivanje ¢e se provesti u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevic¢*
tijekom 2018. i 2019. godine.

Molimo Vas paZljivo procitajte ovaj Informirani pristanak na sudjelovanje u istraZivanju.

U slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za objasnjenje obratite
ispitivacu. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno i moZzete u bilo kojem trenutku povuéi
svoj informirani pristanak na sudjelovanje u istrazivanju. Za sudjelovanje u istrazivanju ne¢e Vam
biti dodijeljena nikakva financijska naknada. Informirani pristanak supotpisuje 1 istrazivac, a
jedan primjerak potpisanog Informiranog pristanka dobit ¢ete osobno. Drugi primjerak ostaje
kod istrazivaca ovog ispitivanja radi arhiviranja. Lijecnik-istraziva¢ koji provodi ovo

istrazivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu za provodenje ovog istrazivanja.



PODATCI O ISTRAZIVANJU

Istrazivanje ¢e obuhvatiti akutno oboljele osobe hospitalizirane u Klinici zbog influence ili
bakterijske pneumonije te zdrave ispitanike.

Svrha ovog istrazivanja je istraziti epidemioloske, klinicke, mikrobioloske, laboratorijske i
imunoloske osobitosti u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom.
Primarni cilj je istraziti razlikuje li se glikozilacijski profil imunoglobulina G u serumu
bolesnika s influencom od glikozilacijskog imunoglobulina G u serumu bolesnika s
bakterijskom pneumonijom. Sekundarni ciljevi su: utvrditi moze li odredivanje glikozilacijskog
profila imunoglobulina G u serumu bolesnika pomoé¢i u razlikovanju virusne infekcije
(influence) od bakterijske infekcije (bakterijske pneumonije); utvrditi eventualne promjene u
glikozilaciji u ranoj i kasnoj fazi akutne bolesti s ciljem pra¢enja dinamike bolesti; istraziti
potencijalnu ulogu glikozilacije u predikciji komplikacija 1 ishoda lijecenja u bolesnika s
influencom 1 bakterijskom pneumonijom; usporediti pojedinacne ¢imbenike rizika, etiologiju
bolesti, klinicka obiljezja i terapijske intervencije (npr. tezinu bolesti, trajanje antimikrobnog
lijecenja), zajedno s ostalim uobiCajenim mjerama pracenja ishoda lijeCenja (npr. duljina
hospitalizacije, potreba za mjerama intenzivnog lijecenja, itd.).

Dobiveni podatci bi mogli posluziti za bolje razumjevanje i daljnje istrazivanje imunoloskih
mehanizama u podlozi virusnih 1 bakterijskih bolesti s ciljem boljeg pracenja dinamike bolesti
1 unaprijedenja terapijskih protokola.

Radi se o opservacijskom istrazivanju, bez intervencije, tijekom kojega ¢e se prikupljati samo
rutinski anamnesticki, klinicki, dijagnosticki 1 terapijski podatci dobiveni tijekom
hospitalizacije u Klinici. Dodatno ¢e se u suradnoj ustanovi (laboratorij tvrtke Genos DNA
laboratorij d.o.0. iz Zagreba) odrediti glikozilacijski profil imunoglobulina G u serumu
bolesnika s influencom, bolesnika sa bakterijskom pneumonijom te u zdravih ispitanika koji ¢e
sluziti kao kontrolna skupina. Uzorci seruma uzimati ¢e se U tri navrata: prvog, sedmog i 28.
dana po prijemu.

U ovom istrazivanju nece se provoditi nikakvi oblici lijecenja koji se ne bi provodili 1 inace u
tijeku uobicajene skrbi u naSoj Klinici za bolesnike s influencom i bolesnike s bakterijskom
pneumonijom. Podatke o bolesnicima prikupljati ¢e jedan od gore navedenih istrazivaca, a svi
prikupljeni demografski, epidemioloski, klinicki, laboratorijski 1 drugi podatci iz medicinske
dokumentacije dobiveni tijekom istrazivanja prikupljati ¢e se 1 unositi u za ovu studiju

formiranu elektronsku bazu podataka.



POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi Vasi osobni podatci biti ¢e pohranjeni i obradivani u elektronickom obliku, a voditelj
istrazivanja i njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu
osobnih podataka. Svi Vasi podatci biti ¢e uneseni u bazu anonimno, bez mogucnosti da trece
osobe dobiju uvid u VaSe osobne podatke. Samo glavni istrazitelj poznavati ¢e popis
evidencijskih brojeva prema kojemu ¢e se moc¢i povezati Vasi podatci s kodiranom Sifrom. U
baze podataka Vi Cete biti uneseni inicijalima imena i prezimena i pomocu posebnog koda.
Vasu medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati samo voditelj istrazivanja i njegovi suradnici,
a Vase ime nikada nece biti otkriveno tre¢im osobama. Pristup Vasoj dokumentaciji moZze imati
i Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu koje je
odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

Vasi osobni podatci i uzorci krvi koristiti ¢e se samo u ovom istrazivanju i uvati ¢e se 5 godina
nakon ¢ega ¢e biti uniSteni 1 nece biti predani tre¢oj strani. U slu¢aju potrebe, istrazivaci iz ovog
istrazivanja mogu ih Kkoristiti za potrebe dodatnih analiza vezanih uz prethodno navedene ciljeve

ovog istrazivanja.

ZA STO CE KORISTITI PODATCI DOBIVENI U OVOM ISTRAZIVANJU I KOJA
JE KORIST ZA ISTRAZIVACA?

Rezultati ovog istrazivanja mogu biti korisni u svrhu daljnjeg razvoja znanosti. O¢ekuje se da
se podatci dobiveni istraZivanjem objave u odgovaraju¢im znanstvenim publikacijama. Pri

tome ¢e Vas identitet ostati u potpunosti anoniman i zasticen.

TKO ORGANIZIRA I FINANCIRA ISTRAZIVANJE

Istrazivanje ¢e se financirati sredstvima Znanstvenog centra izvrsnosti za personaliziranu brigu

o0 zdravlju i Znanstvene jedinice Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*

u Zagrebu i Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

MOGUCI RIZICI I KORISTI

Budu¢i se radi o opservacijskom istrazivanju, bez intervencije, ovo istrazivanje ne ukljucuje

nikakav rizik za ispitanika, osim rizika vadenja krvi. Vadenje krvi je izuzetno siguran postupak



koji se izvodi rutinski i izuzetno rijetko rezultira ozbiljnim komplikacijama, no kao i svi
medicinski postupci ukljucuje odredene rizike. Vadenje krvi izvode posebno educirani
zdravstveni djelatnici koji posStuju stroga pravila asepse. Mogu¢i rizici u svezi s vadenjem krvi
ukljucuju stvaranje modrice, hematoma, infekcije na mjestu uboda, krvarenje, nesvjesticu i
vrtoglavicu.

Ispitanik nema izravnu koristi od ovog istrazivanja, ali je moguéa buduca koristi za osobe s
virusnim 1 bakterijskim oboljenjima. Za sudjelovanje u istrazivanju ne¢e Vam biti dodijeljena

nikakva financijska naknada. Ukoliko dode do trudnoce, ispitanica ¢e se iskljuciti iz studije.

DOBROVOLJNO SUDJELOVANJE

Sudjelovanje u ovome istrazivanju je u potpunosti dobrovoljno. Vasa odluka o tome Zelite li ili
ne sudjelovati u ovom istrazivanju ni na koji na€in nece utjecati na nacin, postupke i tijek Vaseg
lijeenja. Ukoliko se odlucite sudjelovati u istrazivanju, mozete u bilo kojem trenutku prekinuti
svoje sudjelovanje u njemu. O VaSoj odluci obavijestit Cete istrazivata u pisanom obliku.
Odluka o prekidanju sudjelovanja u istraZivanju ni na koji na¢in nece utjecati na nacin, postupke

1 tijek Vaseg lijecenja.

SLUCAJNI NALAZI

U slucaju da se tijekom istrazivanje otkrije neki slucajni patoloski nalaz (npr. otkri¢e genske
bolesti prilikom genetickih istraZivanja, hematoloskih bolesti kod uzimanja uzorka krvi)
ispitanik ¢e odmah o tome biti obavijeSten. U slucaju da rezultati istraZivanja ukaZzu na
¢imbenike koji uzrokuju ili zna€ajno doprinose riziku za nastanak bolesti ispitanik ¢e o tome
biti obavijeSten. Ispitanik takoder moze biti obavijeSten o rezultatima istrazivanja na vlastiti

zahtjev.

NOVI REZULTATI

Ukoliko se dobiju tijekom ispitivanja, ispitanik ¢e o njima biti obavijeSten.

Ovaj tekst procitajte zajedno sa istrazivacem i/ili clanovima obitelji.

PITANJA O ISTRAZIVANJU I KONTAKT PODACI

Za dodatna pitanja o samom istrazivanju mozete se obratiti voditelju istrazivanja u nasem

istrazivackom centru ili jednom od suradnika u istrazivanju:



Doc. dr. sc. prim. Rok Civljak, dr. med.
Broj telefona: 01/2826118
E-mail: rok.civljak@bfm.hr

Prof. dr. sc. Alemka Markoti¢, dr. med.
Broj telefona: 01/2826154

E-mail: alemka.markotic@bfm.hr

Prof. dr. sc. llija Kuzman, dr. med.
Broj telefona: 01/2826215

E-mail: ikuzman@bfm.hr

Eva Huljev, dr. med.
Broj telefona: 01/2826118
E-mail: ehuljev@bfm.hr

Marina Kljakovi¢-Gaspi¢ Batinjan, dr. med.
Broj telefona: 099/3404040
E-mail: marina.kljakovicgaspic@gmail.com

Moris Bagic¢, student medicine
Broj telefona: 095/7407101

E-mail: moris.bagic@gmail.com



mailto:rok.civljak@bfm.hr
mailto:alemka.markotic@bfm.hr
mailto:ikuzman@bfm.hr
mailto:ehuljev@bfm.hr
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SUGLASNOST ISPITANIKA ZA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

1. Potvrdujem da sam procitao/procitala ovu obavijest za gore navedeno znanstveno
istrazivanje te sam imao/imala priliku postavljati pitanja 1 dobio/dobila zadovoljavajuce,
jasne i potpune odgovore.

2. Dobro sam razumio/razumjela postupke i svrhu istrazivanja. Suglasan/suglasna sam
sudjelovati u gore navedenom istrazivanju.

3. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuci u bilo koje vrijeme,
bez navodenja razloga i bez ikakvih posljedica po moje zdravlje ili nastavak lijecenja u
ovoj Ustanovi.

4. Pristajem da mojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci, tj.
glavni istraziva¢ i1 njegovi suradnici. Suglasan/suglasna sam da ¢e podaci dobiveni
istrazivanjem biti poznati samo lije¢niku/glavnom istrazivacu i meni, biti povjerljivi, a moj
identitet zaSti¢en od javnosti.

5. Suglasan/suglasna sam da se rezultati istraZivanja koriste u znanstvene svrhe i objavljuju
u znanstvenim casopisima.

6. Pristajem u ovome istrazivanju sudjelovati dobrovoljno i ne potrazujem nikakvu nov¢anu
naknadu.

7. Pristajem da ¢lan moje obitelji/skrbnik bude upoznat s mojim sudjelovanjem u navedenom
znanstvenom istraZivanju.

8. Potvrdujem da sam sve navedeno dobro razumio/razumjela te da pri punoj svijesti i

svojevoljno potpisujem svoju suglasnost za sudjelovanjem u ovome istrazivanju.

U Zagrebu, (Datum)

Ime i prezime ispitanika Potpis ispitanika

Kontakt ispitanika (telefon i/ili e-mail)



Ja, lije¢nik-istrazivac potvrdujem da sam usmeno pruzio/pruzila potrebne informacije o ovom
ispitivanju i dao/dala preslik Informiranog pristanka potpisanog od strane ispitanika i

istrazivaca.

Ime i prezime istrazivaca Potpis istrazivaca

Ova obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike

Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04)



PRILOG 2

Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*
Zavod za akutne respiratorne infekcije
Zagreb, Mirogojska 8

INFORMIRANI PRISTANAK NA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

“Usporedba glikozilacije imunoglobulina G u bolesnika s influencom i bolesnika s
bakterijskom pneumonijom”

OBRAZAC ZA KONTROLNU SKUPINU

Postovani,

pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istrazivanju u kojem se
ispituju epidemioloske, klinicke, mikrobioloske i laboratorijske osobitosti te glikozilacijski
profil imunoglobulina G u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom
hospitaliziranih u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢® u Zagrebu.

Voditelj istrazivanja je doc. dr. sc. prim. Rok Civljak, dr. med., nastavnik Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu i procelnik Zavoda za akutne respiratorne infekcije Klinike za infektivne
bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢“ u Zagrebu. U istrazivanje ¢e biti ukljueni joS i1 djelatnici Klinike
za infektivne bolesti ,,.Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu: prof. dr. sc. Alemka Markoti¢,
ravnateljica Klinike; prof. dr. sc. Ilija Kuzman, odjelni lije¢nik; Eva Huljev, dr. med., odjelni
lije¢nik; Marina Kljakovi¢-Gaspi¢ Batinjan, dr. med., specijalizantica Klinike za
anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivhu medicinu, KBC Zagreb te studentica
poslijediplomskog doktorskog studija ,,Biomedicina i zdravstvo® Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, te Moris Bagi¢, student VI. godine Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Istrazivanje ¢e se provesti u Klinici za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢*
tijekom 2018. i 2019. godine.

Molimo Vas pazljivo procitajte ovaj Informirani pristanak na sudjelovanje u istrazivanju.

U slucaju da ne razumijete bilo koji dio Informiranog pristanka molimo Vas da se za objasnjenje
obratite ispitivacu. Vase sudjelovanje u ovom ispitivanju je dobrovoljno i mozete u bilo kojem
trenutku povucéi svoj informirani pristanak na sudjelovanje u istrazivanju. Za sudjelovanje u
istrazivanju ne¢e Vam biti dodijeljena nikakva financijska naknada. Informirani pristanak
supotpisuje 1 istrazivac, a jedan primjerak potpisanog Informiranog pristanka dobit ¢ete osobno.
Drugi primjerak ostaje kod istrazivaca ovog ispitivanja radi arhiviranja. Lije¢nik-istrazivac koji
provodi ovo istrazivanje nece primiti nikakvu financijsku naknadu za provodenje ovog
istrazivanja.



PODATCI O ISTRAZIVANJU

Istrazivanje ¢e obuhvatiti akutno oboljele osobe hospitalizirane u Klinici zbog influence ili
bakterijske pneumonije te zdrave ispitanike.

Svrha ovog istrazivanja je istraziti epidemioloske, klini¢ke, mikrobioloske, laboratorijske i
imunoloske osobitosti u bolesnika s influencom i bolesnika s bakterijskom pneumonijom.

Primarni cilj je istraziti razlikuje 11 se glikozilacijski profil imunoglobulina G u serumu
bolesnika s influencom od glikozilacijskog imunoglobulina G u serumu bolesnika s
bakterijskom pneumonijom. Sekundarni ciljevi su: utvrditi moze li odredivanje glikozilacijskog
profila imunoglobulina G u serumu bolesnika pomoc¢i u razlikovanju virusne infekcije
(influence) od bakterijske infekcije (bakterijske pneumonije); utvrditi eventualne promjene u
glikozilaciji u ranoj i kasnoj fazi akutne bolesti s ciljem pra¢enja dinamike bolesti; istraziti
potencijalnu ulogu glikozilacije u predikciji komplikacija i ishoda lijecenja u bolesnika s
influencom i bakterijskom pneumonijom; usporediti pojedinacne ¢imbenike rizika, etiologiju
bolesti, klinicka obiljezja i terapijske intervencije (npr. tezinu bolesti, trajanje antimikrobnog
lijeCenja), zajedno s ostalim uobicajenim mjerama pracenja ishoda lijeCenja (npr. duljina
hospitalizacije, potreba za mjerama intenzivnog lijeCenja, itd.).

Dobiveni podatci bi mogli posluziti za bolje razumijevanje i daljnje istrazivanje imunoloskih
mehanizama u podlozi virusnih 1 bakterijskih bolesti s ciljem boljeg pracenja dinamike bolesti
1 unaprijedenja terapijskih protokola.

Radi se o opservacijskom istrazivanju, bez intervencije, tijekom kojega ¢e se prikupljati samo
rutinski anamnesticki, klinic¢ki, dijagnosti¢ki 1 terapijski podatci dobiveni tijekom
hospitalizacije u Klinici. Dodatno ¢e se u suradnoj ustanovi (laboratorij tvrtke Genos DNA
laboratorij d.o.0. iz Zagreba) odrediti glikozilacijski profil imunoglobulina G u serumu
bolesnika s influencom, bolesnika sa bakterijskom pneumonijom te u zdravih ispitanika koji ¢e
sluziti kao kontrolna skupina.

PODATCI O POSTUPCIMA KOJI CE SE PROVODITI ZDRAVIM ISPITANICIMA

Tijekom ovog istrazivanja zdravi ispitanici, koji ¢e sluziti kao kontrolna skupina, do¢i ¢e u
posjet lije¢niku/istraziva¢u ukupno tri puta tijekom jednog mjeseca. Prilikom prve posjete
lijecnik/istraziva€ upoznati e ispitanika s istraZivanjem i objasniti mu postupke. Uzeti Ce se
osnovni podatci o zdravstvenom stanju, dosadasnjim bolestima i lijecenju ispitanika. Sljedeci
kontakt s istrazivaCem obaviti ¢e se sedam 1 28 dana nakon prve posjete. Prilikom svake posjete
uzeti ¢e se jedan uzorak krvi u koli¢ini od 2 ml. Tijekom ispitivanja nece biti potrebno boraviti
u bolnici, niti ¢e se izvoditi bilo kakvi drugi dijagnosticki i terapijski zahvati. Podatke ¢e
prikupljati jedan od istraZivaca, a svi prikupljeni podatci unositi ¢e se u za ovu studiju formiranu
elektronsku bazu podataka.



POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi Vasi osobni podatci biti ¢e pohranjeni 1 obradivani u elektronickom obliku, a voditelj
istrazivanja i njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu
osobnih podataka. Svi Vasi podatci biti ¢e uneseni u bazu anonimno, bez mogucnosti da trece
osobe dobiju uvid u Vase osobne podatke. Samo glavni istrazitelj poznavati ¢e popis
evidencijskih brojeva prema kojemu ¢e se moc¢i povezati Vasi podatci s kodiranom Sifrom. U
baze podataka Vi Cete biti uneseni inicijalima imena i prezimena i pomocu posebnog koda.
Vasu medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati samo voditelj istrazivanja i njegovi suradnici,
a Vase ime nikada nece biti otkriveno tre¢im osobama. Pristup Vasoj dokumentaciji moZze imati
1 Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu koje je
odgovorno za odobravanje i nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

Vasi osobni podatci i uzorci krvi koristiti ¢e se samo u ovom istrazivanju i cuvati ¢e se 5 godina
nakon ¢ega ¢e biti uniSteni i nece biti predani tre¢oj strani. U slu¢aju potrebe, istrazivaci iz ovog
istrazivanja mogu ih koristiti za potrebe dodatnih analiza vezanih uz prethodno navedene ciljeve
ovog istrazivanja.

ZA STO CE KORISTITI PODATCI DOBIVENI U OVOM ISTRAZIVANJU I KOJA
JE KORIST ZA ISTRAZIVACA?

Rezultati ovog istrazivanja mogu biti korisni u svrhu daljnjeg razvoja znanosti. Oc¢ekuje se da
se podatci dobiveni istraZzivanjem objave u odgovarajuim znanstvenim publikacijama. Pri
tome ¢e Vas identitet ostati u potpunosti anoniman i zastic¢en.

TKO ORGANIZIRA I FINANCIRA ISTRAZIVANJE

Istrazivanje ¢e se financirati sredstvima Znanstvenog centra izvrsnosti za personaliziranu brigu
o zdravlju i Znanstvene jedinice Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢* u Zagrebu.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinike za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevic¢
u Zagrebu 1 Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu..

MOGUCI RIZICI I KORISTI

Budu¢i se radi o opservacijskom istrazivanju, bez intervencije, ovo istrazivanje ne ukljucuje
nikakav rizik za ispitanika, osim rizika vadenja krvi. Vadenje krvi je izuzetno siguran postupak
koji se izvodi rutinski i izuzetno rijetko rezultira ozbiljnim komplikacijama, no kao i svi
medicinski postupci ukljuuje odredene rizike. Vadenje krvi izvode posebno educirani
zdravstveni djelatnici koji poStuju stroga pravila asepse. Moguci rizici u svezi s vadenjem krvi
ukljucuju stvaranje modrice, hematoma, infekcije na mjestu uboda, krvarenje, nesvjesticu i
vrtoglavicu.



Ispitanik nema izravnu koristi od ovog istrazivanja, ali je moguéa buduca koristi za osobe s
virusnim i bakterijskim oboljenjima. Za sudjelovanje u istrazivanju ne¢e Vam biti dodijeljena
nikakva financijska naknada. Ukoliko dode do trudnode, ispitanica ¢e se iskljuciti iz studije.

DOBROVOLJNO SUDJELOVANJE

Sudjelovanje u ovome istrazivanju je u potpunosti dobrovoljno. Ukoliko se odlucite sudjelovati
u istrazivanju, mozete u bilo kojem trenutku prekinuti svoje sudjelovanje u njemu. O Vasoj
odluci obavijestit Cete istrazivaca u pisanom obliku. Odluka o prekidanju sudjelovanja u
istrazivanju ni na koji nacin neée utjecati na dalje postupke prema Vama.

SLUCAJNI NALAZI

U slucaju da se tijekom istrazivanje otkrije neki slucajni patoloski nalaz (npr. otkri¢e genske
bolesti prilikom genetickih istrazivanja, hematoloskih bolesti kod uzimanja uzorka krvi)
ispitanik ¢e odmah o tome biti obavijeSten. U slucaju da rezultati istrazivanja ukazu na
¢imbenike koji uzrokuju ili znac¢ajno doprinose riziku za nastanak bolesti ispitanik ¢e o tome
biti obavijesten. Ispitanik takoder moze biti obavijesSten o rezultatima istrazivanja na vlastiti
zahtjev.

NOVI REZULTATI

Ukoliko se dobiju tijekom ispitivanja, ispitanik ¢e o njima biti obavijesten.
Ovaj tekst procitajte zajedno s istrazivacem.

PITANJA O ISTRAZIVANJU I KONTAKT PODACI

Za dodatna pitanja o samom istrazivanju mozete se obratiti voditelju istrazivanja u nasem
istrazivackom centru ili jednom od suradnika u istrazivanju:

Doc. dr. sc. prim. Rok Civljak, dr. med.
Broj telefona: 01/2826118
E-mail: rok.civljak@bfm.hr

Prof. dr. sc. Alemka Markoti¢, dr. med.
Broj telefona: 01/2826154
E-mail: alemka.markotic@bfm.hr

Prof. dr. sc. llija Kuzman, dr. med.
Broj telefona: 01/2826215
E-mail: ikuzman@bfm.hr

Eva Huljev, dr. med.
Broj telefona: 01/2826118
E-mail: ehuljev@bfm.hr

Marina Kljakovi¢-Gaspié¢ Batinjan, dr. med.
Broj telefona: 099/3404040
E-mail: marina.kljakovicgaspic@gmail.com



mailto:marina.kljakovicgaspic@gmail.com

SUGLASNOST ISPITANIKA ZA SUDJELOVANJE U ISTRAZIVANJU

1. Potvrdujem da sam procitao/procitala ovu obavijest za gore navedeno znanstveno
istrazivanje te sam imao/imala priliku postavljati pitanja i dobio/dobila zadovoljavajuce, jasne
I potpune odgovore.

2. Dobro sam razumio/razumjela postupke i1 svrhu istrazivanja. Suglasan/suglasna sam
sudjelovati u gore navedenom istrazivanju.

3. Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno te se mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez
navodenja razloga i bez ikakvih posljedica po moje zdravlje ili nastavak lijeCenja u ovoj
Ustanovi.

4. Pristajem da mojoj medicinskoj dokumentaciji imaju pristup odgovorni pojedinci, tj. glavni
istrazivac i njegovi suradnici. Suglasan/suglasna sam da ¢e podaci dobiveni istrazivanjem biti
poznati samo lije¢niku/glavnom istrazivacu i meni, biti povjerljivi, a moj identitet zasticen od
javnosti.

5. Suglasan/suglasna sam da se rezultati istrazivanja koriste u znanstvene svrhe i objavljuju u
znanstvenim ¢asopisima.

6. Pristajem u ovome istrazivanju sudjelovati dobrovoljno i ne potrazujem nikakvu novéanu
naknadu.

7. Pristajem da ¢lan moje obitelji/skrbnik bude upoznat s mojim sudjelovanjem u navedenom
znanstvenom istrazivanju.

8. Potvrdujem da sam sve navedeno dobro razumio/razumjela te da pri punoj svijesti i
svojevoljno potpisujem svoju suglasnost za sudjelovanjem u ovome istrazivanju.

U Zagrebu, (Datum)

Ime i prezime ispitanika Potpis ispitanika

Kontakt ispitanika (telefon i/ili e-mail)

Ja, lije¢nik-istraziva¢ potvrdujem da sam usmeno pruzio/pruzila potrebne informacije o ovom
ispitivanju i dao/dala preslik Informiranog pristanka potpisanog od strane ispitanika i
istrazivaca.

Ime i prezime istrazivaca Potpis istrazivaca

Ova obavijest je sastaviljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike
Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04)



PRILOG 3

Klinika za infektivne bolesti ,,Dr. Fran Mihaljevi¢“

Zavod za akutne respiratorne infekcije

Zagreb, Mirogojska 8

ISTRAZIVANJE: ,,Usporedba glikozilacije imunoglobulina G u bolesnika s influencom

i bolesnika s bakterijskom pneumonijom*

POSTUPNIK ZA PRIKUPLJANJE, OBRADU | POHRANU UZORAKA KRVI

Ovaj postupnik sastoji se od tri dijela:

a) Upute za prikupljanje uzoraka krvi ispitanika

b) Upute za odvajanje plazme

¢) Upute za pohranu uzoraka plazme

1. PRIKUPLJANJE UZORAKA KRVI ISPITANIKA

Za svakog ispitanika potreban je jedan spremnik za uzorkovanje krvi s podtlakom
volumena 6 ml sa etilediamintetraoctenom kiselinom (EDTA) — epruveta s ljubicastim
cepom.

Na spremnik zabiljezite: ime 1 prezime ispitanika, datum rodenja i datum uzorkovanja.
Prikupljanje uzoraka krvi potrebno je vr$iti metodom ,,podveza+sustav za vadenje krvi
s leptiri¢em*. Napuniti spremnik do oznake.

Nakon uzorkovanja vazno je dobro promijeSati uzorak (uciniti barem jedan ciklus
mijesanja uzorka).

Epruvete s uzorkom krvi odmah dostaviti u laboratorij (unutar 6 sati od vadenja krvi).
Uzorci krvi trebali bi biti pohranjeni u uspravnom poloZaju te na temperaturi od 4°C do

trenutka predaje u laboratorij.

2. UPUTE ZA ODVAJANJE PLAZME



e UZORCI KRVI MORAJU SE OBRADITI ISTOG DANA KADA SU DONESENI U
LABORATORIJ!

e Prije centrifugiranja ostavite epruvete u uspravnom polozaju na sobnoj temperaturi sat
vremena.

e Centrifugiranje uzorka Krvi:

a) Bez muckanja, njezno prebacite epruvete u aparat za centrifugiranje koristeci
prikladan nosac.

b) Centrifugirajte sa centrifugalnom silom od 1620 g deset minuta.

c) Ne koristite ko¢nicu kako bi ste zaustavili centrifugiranje.

e Prebacivanje plazme u ependorfice:

a) Zabiljezite podatke o ispitaniku na ependorfice.
b) Pazite da ne dode do mijeSanja na granici plazma/leukociti te odmah prebacite
plazmu u ependorfice od 2 ml koriste¢i pipetu od 1 ml.

e Centrifugiranje uzorka plazme

a) Postavite ependorfice u centrifugu koriste¢i odgovaraju¢i nosa¢ te
centrifugirajte uzorke plazme centrifugalnom silom od 2700 g deset minuta.
UPUTE ZA POHRANU UZORAKA PLAZME

Prebacivanje plazme u epruvete za smrzavanje

a) Zabiljezite podatke o ispitaniku (ime i prezime ispitanika, datum rodenja i datum
uzorkovanja) na tri epruvete za smrzavanje uz pomo¢ vodootpornog markera.

b) Oznadite tri epruvete za smrzavanje, koje sadrze plazmu istog ispitanika, brojevima
1,2i3.

C) Prebacite plazmu u epruvete za smrzavanje, pazeéi da volumen bude jednako
raspodijeljen izmedu 3 epruvete.

Pohranite uzorke plazme na -20 ili -80 °C

a) Prebacite epruvete za smrzavanje koje sadrze uzorke plazme u kutije s ledom te
pohranite u zamrziva¢ na -20 ili -80°C

b) Azurirajte sistem za evidenciju o pohrani uzoraka (excel tablica)



Prilog, Tablica 1. Deskriptivna tablica s mjerama rasprsenja za sva 24 ispitivana
kromatografska vrha (GP) imunoglobulina G u tri ispitivane skupine u tri vremenske tocke

Bakterijska pneumonija Influenca Kontrolna skupina
GP Medijan o Medijan — Medijan ——
(IQIJ?) Min — Max (IQIJ?) Min — Max (IQIJ?) Min — Max
T1 0,12 (0,08) 0,03-0,72 0,10 (0,06) 0,00-0,29 0,12 (0,06) 0,00-0,42
GP1 T2 0,15 (0,11) 0,04-1,01 0,12 (0,07) 0,00-0,29 0,12 (0,06) 0,04 -0,36
T3 0,15 (0,13) 0,03-0,90 0,12 (0,07) 0,00 - 0,26 0,11 (0,08) 0,00-0,24
T1 0,58 (0,58) 0,15-3,25 0,70 (0,68) 0,00 —2,47 0,25 (0,51) 0,00-2,42
GP2 T2 0,62 (0,63) 0,15-2,51 0,72 (0,78) 0,00 — 2,65 0,27 (0,50) 0,07 -2,40
T3 0,52 (0,54) 0,16 — 2,06 0,71 (0,74) 0,00-2,35 0,59 (0,92) 0,00-2,39
T1 0,12 (0,05) 0,05-0,27 0,11 (0,04) 0,00-0,25 0,13 (0,05) 0,00 - 0,66
GP3 T2 0,13 (0,06) 0,07 -0,26 0,11 (0,04) 0,00-0,20 0,13 (0,05) 0,06 -0,21
T3 0,14 (0,06) 0,05-0,27 0,11 (0,03) 0,00-0,19 0,13 (0,05) 0,00-0,20
T1 27,28 (10,00) 12,00 - 58,33 25,43 (8,30) 14,91 - 47,89 27,83 (9,67) 14,18 — 45,82
GP4 T2 28,65 (11,52) 12,47 - 53,66 24,96 (8,87) 14,62 — 39,42 26,39 (11,30) 12,62 — 42,02
T3 30,13 (11,30) 11,96 — 54,02 26,27 (7,39) 12,08 — 40,45 27,53 (9,61) 13,86 — 37,08
T1 0,17 (0,04) 0,11-0,30 0,17 (0,05) 0,00-0,25 0,15 (0,04) 0,00-0,41
GP5 T2 0,16 (0,05) 0,10-0,25 0,16 (0,04) 0,00-0,24 0,14 (0,04) 0,09-0,40
T3 0,15 (0,04) 0,11-0,28 0,15 (0,05) 0,00-0,34 0,16 (0,04) 0,00-0,37
T1 6,87 (3,16) 3,38-12,81 6,74 (3,52) 3,28-12,96 6,16 (2,97) 3,11-13,88
GP6 T2 5,96 (2,80) 3,16-11,63 6,32 (3,00) 3,05-11,98 5,89 (2,73) 3,00 - 13,60
T3 6,29 (2,15) 3,36-11,87 6,42 (2,49) 3,08-12,78 6,78 (2,83) 3,01-13,14
T1 0,33 (0,31) 0,10-1,31 0,43 (0,28) 0,00-1,35 0,18 (0,17) 0,00-1,20
GP7 T2 0,33 (0,30) 0,07-1,04 0,48 (0,32) 0,00-1,27 0,18 (0,24) 0,07-1,16
T3 0,30 (0,28) 0,08 -1,06 0,43(0,33) 0,00-0,96 0,31 (0,34) 0,00-0,15
T1 19,22 (3,44) 11,94 - 30,96 18,47 (3,59) 14,08 — 24,68 20,57 (5,24) 14,43 - 28,78
GP8 T2 19,88 (3,67) 12,62 -31,21 19,35 (3,75) 14,04 — 25,47 20,99 (5,51) 14,21 - 27,81
T3 20,09 (3,44) 12,79 - 28,53 19,67 (3,58) 15,35 -25,39 18,96 (4,73) 14,30 - 23,88
T1 9,06 (1,47) 5,01 — 11,55 9,61 (2,04) 6,38 — 12,43 10,39 (1,87) 592 — 14,78
GP9 T2 8,93 (1,69) 5,55-11,73 9,34 (2,02) 6,62 - 12,99 10,14 (1,86) 5,95 - 14,60
T3 8,88 (1,58) 5,54 11,86 9,39 (1,74) 6,38 —12,62 9,30 (1,99) 5,99 -11,82
T1 5,35 (1,88) 3,14-9,14 5,46 (1,78) 2,76 -8,38 5,86 (2,46) 3,16-9,23
GP10 T2  448(1,41) 2,11-8,17 4,90 (1,88) 2,71-8,49 5,90 (2,41) 3,58 —10,35
T3 4,75 (1,60) 2,74-8,43 5,40 (1,66) 3,16 -8,39 5,60 (1,65) 3,51-9,82
T1 0,70 (0,21) 0,30-1,28 0,73 (0,26) 0,40 -1,24 0,66 (0,23) 0,31-1,33
GP11 T2 0,60 (0,20) 0,24-1,21 0,67 (0,24) 0,36 - 1,09 0,67 (0,20) 0,32-1,35
T3 0,61 (0,19) 0,31-1,15 0,68 (0,24) 0,43-1,07 0,73 (0,23) 0,54-1,30
T1 0,53 (0,55) 0,08 -2,35 0,66 (0,51) 0,08 -2,92 0,34 (0,28) 0,09-1,73
GP12 T2 0,47 (0,52) 0,09-1,70 0,83 (0,57) 0,10-2,86 0,34 (0,37) 0,11-1,74
T3 0,40 (0,52) 0,09-1,84 0,71 (0,58) 0,09 -1,53 0,46 (0,61) 0,16 -1,48
T1 0,20 (0,07) 0,07-0,38 0,20 (0,07) 0,12-0,46 0,19 (0,05) 0,11-0,37
GP13 T2 0,17 (0,06) 0,08-0,30 0,20 (0,06) 0,12-0,44 0,19 (0,05) 0,11-0,40
T3 0,18 (0,07) 0,07 -0,33 0,20 (0,06) 0,11-0,27 0,21 (0,06) 0,13-0,32
T1 9,90 (4,33) 2,77-19,95 11,07 (4,42) 4,14 — 19,59 11,55 (5,42) 4,86 — 21,66
GP14 T2 9,54 (4,71) 3,48 20,24 11,68 (4,00) 5,81 — 19,65 11,90 (6,50) 5,17 — 22,46

T3 9,78 (4,00) 3,51-21,07 11,43 (4,24) 6,34 25,18 9,87 (7,17) 5,20 -19,86




Prilog, Tablica 1. (nastavak)

Bakterijska pneumonija Influenca Kontrolna skupina

GP _ (n=75) _ (n=64) _ (n = 56)
M(Ieglg;n Min — Max I\/I(:eglquz;n Min — Max l\?leglquz;n Min — Max
T1 1,49 (0,57) 0,35-2,62 1,60 (0,43) 0,75-3,08 1,36 (0,58) 0,49 - 2,62
GP15 T2 1,32 (0,53) 0,55 3,29 1,58 (0,43) 0,76 — 2,82 1,42 (0,54) 0,67 -2,54
T3 1,29 (0,58) 0,45-2,29 1,52 (0,43) 0,85-2,73 1,52 (0,45) 0,87-2,15
T1 3,08 (0,83) 1,60 - 5,26 3,00 (0,80) 1,75-4,01 2,72 (0,63) 1,76 -4,14
GP16 T2 3,24 (0,87) 153-541 3,02 (0,74) 1,93-4,14 2,77 (0,65) 1,65-4,23
T3 2,98 (0,86) 1,75 - 4,06 2,88 (0,54) 1,88 -3,98 2,78 (0,78) 2,08 - 4,29
T1 0,89 (0,65) 0,18 - 1,66 0,92 (0,36) 0,18-2,24 0,33 (0,57) 0,14-1,89
GP17 T2 0,85 (0,67) 0,18 -1,37 0,99 (0,28) 0,24-1,90 0,33 (0,58) 0,16 -1,79
T3 0,79 (0,65) 0,16 — 1,37 0,85 (0,42) 0,20-1,37 0,87 (0,67) 0,20-1,73
T1 7,40 (3,43) 1,75 -16,08 7,73 (3,09) 2,39 -12,89 6,21 (3,76) 2,44 -12,94
GP18 T2 7,07 (3,68) 2,39 -15,66 8,42 (3,22) 3,59 - 13,62 6,81 (4,02) 2,59 - 15,58
T3 6,48 (3,62) 2,36 — 16,04 7,87 (3,04) 3,57-12,68 6,56 (3,60) 3,12-13,18
T1 1,63 (1,49) 0,20 -2,45 1,67 (0,66) 0,25-2,87 0,40 (1,40) 0,22-5,18
GP19 T2 1,48 (1,36) 0,21 - 2,67 1,58 (0,65) 0,31-2,69 0,41 (1,37) 0,19 -5,69
T3 1,49 (1,53) 0,22-2,75 1,47 (0,82) 0,27 - 2,69 1,83(1,81) 0,23-5,49
T1 0,26 (0,18) 0,05-0,45 0,26 (0,09) 0,06 - 0,40 0,12 (0,13) 0,05-0,37
GP20 T2 0,24 (0,20) 0,04 -1,00 0,25 (0,10) 0,08 - 0,50 0,13 (0,13) 0,04-0,38
T3 0,22 (0,17) 0,04 -0,59 0,23 (0,11) 0,06 - 0,39 0,23 (0,15) 0,07-0,36
T1 0,59 (0,36) 0,17-1,13 0,63 (0,17) 0,16 -1,01 0,22 (0,30) 0,11-0,70
GP21 T2 0,54 (0,38) 0,13-1,51 0,60 (0,21) 0,17-2,32 0,22 (0,33) 0,10-0,85
T3 0,45 (0,29) 0,11-1,26 0,49 (0,24) 0,16 — 0,66 0,50 (0,33) 0,14 -0,68
T1 0,10 (0,10) 0,00-0,28 0,11 (0,07) 0,01-0,46 0,02 (0,11) 0,00-0,25
GP22 T2 0,09 (0,10) 0,01-0,26 0,11 (0,08) 0,01-0,31 0,02 (0,13) 0,00-0,29
T3 0,07 (0,08) 0,00-0,24 0,09 (0,07) 0,01-0,21 0,14 (0,12) 0,01-0,22
T1 1,19 (1,16) 0,19 — 2,54 1,27 (0,72) 0,18-3,38 0,39 (0,70) 0,12 - 3,69
GP23 T2 1,29 (1,33) 0,17 -2,73 1,33 (0,74) 0,25-2,68 0,37 (1,00) 0,11-3,23
T3 1,11 (1,19) 0,16 — 2,44 1,20 (0,88) 0,23-2,48 1,14 (1,52) 0,14-3,21
T1 1,51 (1,53) 0,15-2,75 1,53 (0,84) 0,19-2,68 0,31(1,38) 0,13-4,43
GP24 T2 1,39 (1,49) 0,15-2,56 1,48 (0,93) 0,22-2,43 0,31 (1,39) 0,13-4,52
T3 1,35 (1,42) 0,17 - 2,64 1,29 (1,00) 0,18-2,36 1,84 (1,87) 0,17 -4,45

GP, kromatografski vrh; IQR, interkvartilni raspon; Min — Max, minimalna i maksimalna vrijednost; T, vrijeme; T1, prvo mjerenje; T2,
drugo mjerenje; T3, tre¢e mjerenje.
Navedene vrijednosti kromatografskih vrhova (GP) izrazene su kao relativni udio u ukupnom N-glikomu imunoglobulina G.



Prilog, Tablica 2. Promjene N-glikoma imunoglobulina G izmedu tri viemenske tocke (T1, T2

i T3) u bolesnika s influencom nakon meta-analize

Kromatografski Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

p-vrijednost Znacajnost
vrh (GP) razdoblje (razlika)? pogreska p-vrijednost®
GP1 T1-T2 0,1225 0,1629 0,4521 1 NS
GP1 T2-T3 -0,1700 0,0722 0,0185 1 NS
GP2 T1-T2 0,2112 0,0532 7,18E-05 0,0103 S (p<0,05)
GP2 T2-T3 -0,1926 0,0609 0,0016 0,2252 NS
GP3 T1-T2 -0,0017 0,1154 0,9880 1,0000 NS
GP3 T2-T3 0,1122 0,1047 0,2840 1,0000 NS
GP4 T1-T2 -0,1898 0,1142 0,0964 1,0000 NS
GP4 T2-T3 0,0339 0,0710 0,6334 1,0000 NS
GP5 T1-T2 -0,3467 0,1059 0,0011 0,1529 NS
GP5 T2-T3 -0,2523 0,1048 0,0161 1,0000 NS
GP6 T1-T2 -0,1679 0,0457 0,0002 0,0343 S (p<0,05)
GP6 T2-T3 0,0100 0,0537 0,8527 1,0000 NS
GP7 TL1-T2 0,2379 0,0662 0,0003 0,0467 S (p<0,05)
GP7 T2-T3 -0,2362 0,0539 1,15E-05 0,0017 S (p<0,05)
GP8 TL1-T2 0,3940 0,0781 4,54E-07 6,54E-05 S (p<0,05)
GP8 T2-T3 0,0650 0,0852 0,445307 1 NS
GP9 T1-T2 -0,2036 0,0518 8,37E-05 0,0121 S (p<0,05)
GP9 T2-T3 0,1160 0,0535 0,0300 1 NS
GP10 T1-T2 -0,3167 0,1171 0,0069 0,9875 NS
GP10 T2-T3 0,1652 0,1085 0,127712 1 NS
GP11 T1-T2 -0,4171 0,0765 5,01E-08 7,21E-06 S (p<0,05)
GP11 T2-T3 -0,0808 0,0813 0,3201 1 NS
GP12 T1-T2 0,2791 0,0808 0,0006 0,0795 NS
GP12 T2-T3 -0,3037 0,0586 2,15E-07 3,10E-05 S (p<0,05)
GP13 TL1-T2 -0,2770 0,1066 0,0093 1 NS
GP13 T2-T3 0,0834 0,0780 0,2851 1 NS
GP14 T1-T2 0,1242 0,0878 0,1570 1 NS
GP14 T2-T3 0,0526 0,0688 0,4442 1 NS
GP15 T1-T2 -0,1784 0,2244 0,4264 1 NS
GP15 T2-T3 -0,0502 0,0822 0,5413 1 NS
GP16 T1-T2 0,1484 0,1195 0,2142 1 NS
GP16 T2-T3 -0,3480 0,0706 8,29E-07 0,0001 S (p<0,05)
GP17 T1-T2 0,3185 0,0925 0,0006 0,0828 NS
GP17 T2-T3 -0,5902 0,0731 7,06E-16 1,02E-13 S (p<0,05)
GP18 TL-T2 0,3794 0,1302 0,0036 0,5134 NS
GP18 T2-T3 -0,2572 0,0718 0,0003 0,0491 S (p<0,05)
GP19 T1-T2 -0,1196 0,3207 0,7092 1 NS
GP19 T2-T3 -0,1217 0,0753 0,1060 1 NS




Prilog, Tablica 2. (nastavak)

Kromatografski Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

vrh razdoblje (razlika)? pogreska p-vrijednost p-vrijednost® Znatajnost
GP20 T1-T2 -0,2921 0,1987 0,1416 1 NS
GP20 T2-T3 -0,6279 0,1409 8,28E-06 0,001192 S (p<0,05)
GP21 T1-T2 -0,1218 0,2028 0,5479 1 NS
GP21 T2-T3 -0,9292 0,1180 3,47E-15 5,00E-13 S (p<0,05)
GP22 T1-T2 -0,1982 0,0701 0,0047 0,6710 NS
GP22 T2-T3 -0,2894 0,0819 0,0004 0,0589 NS
GP23 T1-T2 0,4506 0,2685 0,0933 1 NS
GP23 T2-T3 -0,4379 0,0706 5,66E-10 8,16E-08 S (p<0,05)
GP24 T1-T2 -0,0279 0,2706 0,9180 1 NS
GP24 T2-T3 -0,3077 0,0832 0,0002 0,0313 S (p<0,05)

2 Efekt (razlika): koeficijent modela, predstavlja promjenu glikana izrazenu u jedinici standardne devijacije (SD) po jednoj jednici vremena.
P Korekcija za videstruko testiranje koriste¢i Benjamini—Hochberg proceduru.

GP, kromatografski vrh; NS, rezultat koji nije statisticki znacajan pri razini znacajnosti od 5%; S, rezultat koji je statisticki znacajan pri
razini znacajnosti od 5%; T1, prvo mjerenje; T2, drugo mjerenje; T3, trece mjerenje.



Prilog, Tablica 3. Promjene N-glikoma imunoglobulina G izmedu tri viemenske tocke u
ispitanika s bakterijskom pneumonijom nakon meta-analize

Kromatografski Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

p-vrijednost Znacajnost
vrh (GP) razdoblje (razlika)? pogreska p-vrijednost
GP1 T1-T2 0,5275 0,0856 6,98E-10 1,00E-07 S (p<0,05)
GP1 T2-T3 -0,1092 0,0621 0,0788 1 NS
GP2 T1-T2 -0,0723 0,0438 0,0990 1 NS
GP2 T2-T3 -0,1754 0,0456 0,0001 0,0173 S (p<0,05)
GP3 T1-T2 0,1977 0,0922 0,0320 1 NS
GP3 T2-T3 0,0460 0,0756 0,5427 1 NS
GP4 T1-T2 0,2433 0,0588 3,51E-05 0,0050 S (p<0,05)
GP4 T2-T3 0,1228 0,0632 0,0521 1 NS
GP5 T1-T2 -0,2639 0,0982 0,0072 1 NS
GP5 T2-T3 -0,1338 0,0985 0,1744 1 NS
GP6 TL-T2 -0,4388 0,0754 5,91E-09 8,52E-07 S (p<0,05)
GP6 T2-T3 0,3224 0,0547 3,67E-09 5,28E-07 S (p<0,05)
GP7 T1-T2 -0,2547 0,0416 9,07E-10 1,31E-07 S (p<0,05)
GP7 T2-T3 -0,0382 0,0402 0,3414 1 NS
GP8 T1-T2 0,2863 0,0579 7,51E-07 0,0001 S (p<0,05)
GP8 T2-T3 -0,1918 0,0477 5,77E-05 0,0083 S (p<0,05)
GP9 T1-T2 0,0084 0,0427 0,8437 1 NS
GP9 T2-T3 0,0209 0,0452 0,6434 1 NS
GP10 T1-T2 -0,6271 0,0741 2,5492E-17 3,67E-15 S (p<0,05)
GP10 T2-T3 0,3787 0,0767 7,97E-07 0,0001 S (p<0,05)
GP11 T1-T2 -0,5444 0,0997 4,76E-08 6,85E-06 S (p<0,05)
GP11 T2-T3 0,2880 0,0789 0,0003 0,0376 S (p<0,05)
GP12 T1-T2 -0,3528 0,0427 1,33E-16 1,91E-14 S (p<0,05)
GP12 T2-T3 0,0269 0,0603 0,6555 1 NS
GP13 T1-T2 -0,4791 0,0847 1,53E-08 2,19E-06 S (p<0,05)
GP13 T2-T3 0,1240 0,0691 0,0727 1 NS
GP14 T1-T2 -0,2599 0,0665 9,24E-05 0,0133 S (p<0,05)
GP14 T2-T3 0,0627 0,0541 0,2469 1 NS
GP15 T1-T2 -0,4665 0,1486 0,0017 0,2438 NS
GP15 T2-T3 0,0444 0,0952 0,6406 1 NS
GP16 T1-T2 0,1531 0,0489 0,0017 0,2491 NS
GP16 T2-T3 -0,4803 0,1442 0,0009 0,1247 NS
GP17 T1-T2 -0,2014 0,0640 0,0017 0,2378 NS
GP17 T2-T3 -0,4151 0,0792 1,57E-07 2,26E-05 S (p<0,05)
GP18 T1-T2 -0,0436 0,0540 0,4191 1 NS
GP18 T2-T3 -0,2846 0,0553 2,62E-07 3,78E-05 S (p<0,05)
GP19 T1-T2 -0,3499 0,0690 3,91E-07 5,63E-05 S (p<0,05)
GP19 T2-T3 0,1114 0,0711 0,1172 1 NS
GP20 T1-T2 -0,2030 0,1328 0,1262 1 NS




Prilog, Tablica 3. (nastavak)

Kromatografski Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

] ) p-vrijednost B Znacajnost
vrh razdoblje (razlika)? pogreska p-vrijednost
GP20 T2-T3 -0,2216 0,1200 0,0639 1 NS
GP21 T1-T2 -0,4628 0,1652 0,0051 0,7315 NS
GP21 T2-T3 -0,7120 0,2182 0,0011 0,1583 NS
GP22 T1-T2 -0,4153 0,0924 6,98E-06 0,0010 S (p<0,05)
GP22 T2-T3 -0,2708 0,0847 0,0014 0,1988 NS
GP23 T1-T2 0,2931 0,1085 0,0070 0,9971 NS
GP23 T2-T3 -0,5224 0,0751 3,43E-12 4,95E-10 S (p<0,05)
GP24 T1-T2 -0,2826 0,0744 0,0001 0,0212 S (p<0,05)
GP24 T2-T3 -0,0989 0,0718 0,1682 1 NS

2 Efekt (razlika): koeficijent modela, predstavlja promjenu glikana izrazenu u jedinici standardne devijacije (SD) po jednoj jednici vremena.

P Korekcija za visestruko testiranje koriste¢i Benjamini—Hochberg proceduru.

GP, kromatografski vrh; NS, rezultat koji nije statisticki znacajan pri razini znacajnosti od 5%; S, rezultat koji je statisti¢ki znacajan pri
razini znacajnosti od 5%; T1, prvo mjerenje; T2, drugo mjerenje; T3, trece mjerenje.



Prilog, Tablica 4. Promjene N-glikoma imunoglobulina G izmedu tri viemenske tocke (T1, T2
i T3) u u zdravih kontrolnih ispitanika nakon meta-analize

Kromatografski ~ Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

vrh (GP) razdoblje (razlika)? pogreska prvrijednost p-vrijednost? Znagajnost
GP1 T1-T2 -0,0146 0,0628 0,8162 1 NS
GP1 T2-T3 0,0450 0,1667 0,7872 1 NS
GP2 T1-T2 -0,0465 0,0508 0,3603 1 NS
GP2 T2-T3 0,1226 0,1954 0,5306 1 NS
GP3 T1-T2 -0,0573 0,0685 0,4032 1 NS
GP3 T2-T3 -0,0328 0,0922 0,7223 1 NS
GP4 T1-T2 -0,0606 0,0499 0,2252 1 NS
GP4 T2-T3 -0,0871 0,0457 0,0568 1 NS
GP5 T1-T2 -0,1004 0,0953 0,2921 1 NS
GP5 T2-T3 -0,0055 0,2444 0,9819 1 NS
GP6 T1-T2 -0,0322 0,0334 0,3350 1 NS
GP6 T2-T3 -0,1031 0,0413 0,0126 1 NS
GP7 T1-T2 -0,0404 0,0406 0,3200 1 NS
GP7 T2-T3 0,0219 0,0861 0,7993 1 NS
GP8 T1-T2 0,0374 0,0424 0,3770 1 NS
GP8 T2-T3 0,0163 0,0647 0,8008 1 NS
GP9 T1-T2 -0,0300 0,0460 0,5152 1 NS
GP9 T2-T3 -0,0018 0,0575 0,9751 1 NS
GP10 T1-T2 0,0469 0,0374 0,2095 1 NS
GP10 T2-T3 -0,1444 0,0712 0,0426 1 NS
GP11 T1-T2 0,0352 0,0508 0,4875 1 NS
GP11 T2-T3 -0,0986 0,0549 0,0725 1 NS
GP12 T1-T2 -0,0023 0,0430 0,9570 1 NS
GP12 T2-T3 0,0100 0,0351 0,7756 1 NS
GP13 T1-T2 0,0977 0,0892 0,2733 1 NS
GP13 T2-T3 -0,1827 0,1467 0,2130 1 NS
GP14 T1-T2 0,0276 0,0406 0,4963 1 NS
GP14 T2-T3 0,0150 0,0782 0,8484 1 NS
GP15 T1-T2 0,0676 0,0714 0,3432 1 NS
GP15 T2-T3 0,0218 0,0748 0,7704 1 NS
GP16 T1-T2 -0,0531 0,0506 0,2938 1 NS
GP16 T2-T3 -0,1781 0,2237 0,4260 1 NS
GP17 T1-T2 0,0882 0,0878 0,3152 1 NS
GP17 T2-T3 -0,0167 0,0811 0,8369 1 NS
GP18 T1-T2 0,0488 0,0641 0,4459 1 NS




Prilog, Tablica 4. (nastavak)

Kromatografski ~ Vremensko Efekt Standardna 3 Prilagodena

vrh razdoblje (razlika)? pogreska p-vrijednost p-vrijednost® Znagajnost
GP18 T2-T3 -0,0829 0,1658 0,6170 1 NS
GP19 T1-T2 0,1407 0,1087 0,1957 1 NS
GP19 T2-T3 0,1298 0,0974 0,1828 1 NS
GP20 T1-T2 0,0955 0,1072 0,3733 1 NS
GP20 T2-T3 -0,1637 0,1434 0,2536 1 NS
GP21 T1-T2 0,1915 0,1495 0,2003 1 NS
GP21 T2-T3 -0,4027 0,2788 0,1487 1 NS
GP22 T1-T2 0,1787 0,1235 0,1479 1 NS
GP22 T2-T3 0,1165 0,1296 0,3688 1 NS
GP23 T1-T2 0,0746 0,0832 0,3697 1 NS
GP23 T2-T3 -0,0912 0,1867 0,6253 1 NS
GP24 T1-T2 0,1216 0,1174 0,3005 1 NS
GP24 T2-T3 0,2158 0,1196 0,0711 1 NS

2 Efekt (razlika): koeficijent modela, predstavlja promjenu glikana izrazenu u jedinici standardne devijacije (SD) po jednoj jednici vremena.
P Korekcija za videstruko testiranje koriste¢i Benjamini—Hochberg proceduru.

GP, kromatografski vrh; NS, rezultat koji nije statisti¢ki zna¢ajan pri razini znacajnosti od 5%; T1, prvo mjerenje; T2, drugo mjerenje; T3,
tre¢e mjerenje.



