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Odredivanje primarne strukture proteina temeljni je zahtjev veéine proteomskih analiza. Za
odredivanje slijeda aminokiselina se, uz metode Edmanove odgradnje, Koristi tandemna
spektrometrija masa temeljena na fragmentaciji peptidnih iona. Fragmentacija uvelike ovisi 0
sastavu 1 broju aminokiselina te posttranslacijskim modifikacijama. Radi poboljSanja
ionizacije i fragmentacije se, osim kemijskog obiljezavanja peptida, Koriste i inicijatori
fragmentacije koji desolvatiraju peptidne ione ili generiraju radikale u plinovitoj fazi
spektrometra masa.

Tijekom izrade doktorske disertacije ispitana je kontrolirana fragmentacija peptida u
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peptida i matrice. PredloZeni su mehanizmi fragmentacije peptidnih iona inicirani radikalima,
koji su dodatno eksperimentalno potvrdeni fragmentacijom kemijski obiljezenih peptida.
Spektri masa peptida nakon dodatka inicijatora fragmentacije u prvom stupnju MS-analize
odgovaraju tandemnom spektru masa uz koristenje kolizijske celije, a ione produkte moguce
je fragmentirati u drugom stupnju analize, ¢ime je omogucena visestruka tandemna
spektrometrija masa (tzv. pseudo MS?).
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Protein characteristics such as size, amino acid composition or post-translational
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In this thesis, controlled in source peptide ion fragmentation induced by addition of
fragmentation initiators was studied by means of matrix-assisted desorption/ionization mass
spectrometry (MALDI-TOF/TOF MS). Fragmentation initiators used were classified as
persulfates, peroxides, sulphones and nitriles. Radical mechanisms of peptide ion
fragmentation mediated by fragmentation initiators were elucidated and confirmed by
orthogonal experiment - chemically modified peptides fragmentation.

Mass spectra obtained in the first stage mass spectrometry after fragmentation
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Proteini su sastavni dio svakog organizma, kao i nositelji svih bioloskih funkcija na razini
stani¢nih procesa. Buduci da se proteom mijenja ovisno o genetskim i vanjskim ¢imbenicima,
identifikacija proteina te utvrdivanje njihovih svojstava, funkcije i interakcija klju¢no je za
razumijevanje fizioloSkih i patoloskih procesa, kao i pronalazak dijagnostickih molekula
(biomarkera) za pojedina stanja.'® Razvoj instrumentacije i visokoprotoénih analiti¢kih
tehnika (poput tekuc¢inske kromatografije, elektroforeze 1 spektrometrije masa) te
bioinformatike (dostupnost proteinskih baza podataka i racunalnih algoritama za njihovo
pretrazivanje) tijekom proteklih dvadesetak godina omogucio je istovremenu identifikaciju
velikog broja proteina proteomskim pristupom.”

Spektrometrija masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem (engl. Electrospray ionization,
ESI) ili matricom pomognutu ionizaciju uz desorpciju laserskim zracenjem (engl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI) postala je nezamjenjiv alat u proteomskim
studijama omogucuju¢i karakterizaciju proteina na razini aminokiselina mjerenjem tocne
mase.** Rutinski postupak identifikacije proteina koriste¢i spektrometriju masa u kombinaciji
s pretrazivanjem proteinskih baza podataka temelji se na usporedbi eksperimantalnih
podataka s teoretskim masama u bazi. No, nepoznavanje genomskog slijeda svih organizama,
diskrepancije izmedu genomskog i aminokiselinskog slijeda, posttranslacijske modifikacije ili
nedovoljna kvaliteta spektra masa djelomicno ili u potpunosti onemogucuju identifikaciju
proteina koriste¢i baze podataka. U tom slucaju je za nedvojbeno odredivanje slijeda
aminokiselina neophodno tzv. sekvenciranje de novo peptida i proteina koje se temelji na
principima tandemne spektrometrije masa.’

Budu¢i da svojstva proteina poput sastava aminokiselina, broja aminokiselina
(molekulske mase proteina) i posttranslacijskih modifikacija uvjetuju uspjesnu fragmentaciju,
nedvojbeno odredivanje slijeda aminokiselina spektrometrijom masa 0visSno 0 navedenim

® U tom sluaju se za poboljSanje

svojstvima moze predstavljati znaCajan problem.
fragmentacije peptidnih iona pribjegava kemijskom obiljezavanju proteina ili uporabi

inicijatora fragmentacije poput odredene MALDI-matrice ili amonijevih soli.”® Kao rezultat

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 1. Uvod 2

postize se veéi intenzitet signala iona produkata i odredivanje veceg dijela slijeda

aminokiselinske sekvencije.

1.1. Svrharada

Cilj istrazivanja bio je poboljsati fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona
spektrometra masa MALDI-TOF/TOF bez prethodnog kemijskog obiljezavanja peptida u
svrhu dobivanja ¢im detaljnije strukturne informacije. Istrazivanje je bilo usmjereno na
dobivanje detaljnijeg uvida u radikalske mehanizme fragmentacije peptidnih iona koji ne
ukljucuju molekule matrice ve¢ inicijatore fragmentacije. Polazeci od ¢injenice da amonijev
sulfat inicira fragmentaciju iona u izvoru iona,® za fragmentacijske studije koristen je
amonijev persulfat, koji je strukturom slican amonijevom sulfatu.

Ispitan je uc¢inak poboljsanja fragmentacije modelnih peptida ovisno o molekulskoj
masi, strukturi (cikli¢ki i linearni peptidi) i vrsti modifikacija (lipidacija, amidacija N-kraja,
acetilacija C-kraja te intermolekulske i intramolekulske disulfidne veze). Obzirom na
znacajno poboljsanje fragmentacije u izvoru iona djelovanjem nastalih sulfatnih radikala i
potvrdu radikalskog mehanizma fragmentacijom kemijski obiljeZenih peptida u kolizijskoj
¢eliji, istrazivanje je proSireno na koriStenje inicijatora radikala te organskih fotoinicijatora
(sulfona i spojeva koji nuzno ne sadrze sulfo-skupinu) kao potencijalnih inicijatora
fragmentacije. Osim spektrometrije masa i pripadajucih racunalnih programa na ¢ijoj uporabi
se temelji cijeli rad, u ovom istraZivanju su za prociS¢avanje peptida koriStene separacijske

tehnike ultrafiltracija i teku¢inska kromatografija obrnutih faza.

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Odredivanje primarne strukture proteina

Slijed aminokiselina u proteinu odreden je komplementarnim slijedom parova baza u
genetskom kodu, &ineé¢i ga informacijski povezanom cjelinom.’ Aminokiseline u proteinu
medusobno SU vezane peptidnim (amidnim) vezama; dusik amino-skupine jedne
aminokiseline vezan je na ugljik karbonilne skupine druge aminokiseline. Iako je poznato vise
od 500 aminokiselina,’® peptidi i proteini nastali u Zivim organizmima sastoje se veéim
dijelom od 20 osnovnih aminokiselina koje su L-stereoizomeri.** Nekanonske aminokiseline
takoder su prisutne u proteinima, no one nastaju modifikacijom in vivo nakon ugradnje u
protein (npr. hidroksiprolin ili hidroksilizin u kolagenu)*? ili ugradnjom tijekom kemijske
sinteze in vitro (npr. kinurenin). Osim hidroksilacije, aminokiseline mogu sadrzavati i druge
posttranslacijske modifikacije, poput acetilacije (metionin, lizin, N-kraj), fosforilacije (serin,
treonin, tirozin), metilacije (N-metilacija i O-metilacija) te vezanja ugljikohidrata (asparagin,
serin, treonin) ili lipida (C-kraj, N-kraj, cistein).*® Peptidi i proteini mogu se nadproducirati
razli¢itim tehnikama: ekstrakcijom iz prirodnog uzorka,'* produkcijom u stani¢nim
kulturama,’® transgeniénim biljkama i Zivotinjama® kao i kemijskom sintezom (najéesce
sintezom na ¢vrstom nosacu; poput bivalirudina, enfuvirtida, eksenatida, somatostatina 1 sL).Y’

Odredivanje primarne strukture peptida temeljni je zahtjev gotovo svake analize
bioloskih ili proteinskih uzoraka. Osmisljena 50-ih godina prosSlog stolje¢a, Edmanova
odgradnja postala je iznimno vazan alat za odredivanje primarne strukture peptida i proteina.18
Tehnika omogucava odredivanje slijeda aminokiselina s N-kraja peptida ili proteina
obiljezavanjem fenil-izotiocijanatom (Slika 1). Kemijska reakcija obiljezavanja N-kraja
peptida odvija se u ciklusima, a svaki ciklus se sastoji od nekoliko koraka. Pocetni korak
ukljucuje vezanje fenil-izotiocijanata na a-amin polipeptidnog lanca u bazi¢nim uvjetima (pH
8) pri ¢emu nastaje fenil-tiokarbamil-peptid. Blagim zakiseljavanjem reakcijske smjese kida
se peptidna veza izmedu aminokiseline obiljezene anilinotiazolinonom i ostatka peptida.

Anilinotiazolinon ciklizacijom prelazi u stabilniji fenil-tiohidantoinski (PTH) derivat. Po
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§ 2. Literaturni pregled 4

zavrSetku reakcije, PTH-obiljezena aminokiselina odvaja se najceS¢e tekucinskom

kromatografijom od neobiljezenog ostatka peptida i detektira usporedbom sa standardom.

I
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Slika 1. Reakcije tijekom jednog cikusa Edmanove odgradnje.*®

Kao standard za identifikaciju svake pojedine aminokiseline u ciklusu koriste se komercijalno
dostupne obiljezene aminokiseline. Opisani proces sekvenciranja odvija se u strogo
kontroliranim uvjetima, reproducibilan je te su jasno definirani produkti reakcija. Osim
obiljeZzene aminokiseline u svakom ciklusu Edmanove odgradnje nastaju nusprodukti uslijed
metanolize 1 hidrolize fenil-izotiocijanata: difeniltiourea, N-fenil-O-metil-tiokarbonat te
difenilurea.

Razlike u izvedbi aparature za Edmanovu odgradnju omoguéuju sekvenciranje peptida
na C¢vrstoj fazi, kao 1 koriStenja reagensa u plinovitom stanju u reakciji vezanja fenil-

. . .o . . . e1s W . . . 20,21
izotiocijanata i odvajanja obiljezene aminokiseline.”®

Upotreba tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti i sustava obrnutih faza (engl. Reverse Phase High Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC) te kapilarnih kolona za razdvajanje i detekciju PTH-obiljezenih
aminokiselina snizila je osjetljivost metode na razinu femtomola (300 fmol do 500 fmol
procis¢enog proteina).22 Osim trajanja analize i koli¢ine bioloSkog materijala potrebnog za
odredivanje cjelokupnog slijeda aminokiselina, ograni¢enja upotrebe Edmanove odgradnje
odnose se na veli¢inu peptida, nemogucnost odredivanja posttranslacijskin modifikacija te
onemogucene analize proteina s modificiranim N-krajom.zz‘23 Vecina nedostataka Edmanove

odgradnje zaobidena je razvojem tehnika spektrometrije masa, koje su gotovo u potpunosti

zamijenile navedeni postupak ili se pak koriste u kombinaciji kao nadopuna.?
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2.1.1. Primjena spektrometrije masa u odredivanju primarne strukture proteina

Spektrometrija masa je instrumentalna tehnika kojom se proucavaju ioni nastali ionizacijom
atoma ili molekula i njihove reakcije u vakuumu instrumenta spektrometra masa.?
Spektrometar masa sastoji se od tri osnovna dijela: izvora ionizacije, analizatora masa i
detektora.”® Ovisno o izvedbi instrumenta, uzorak u &vrstom ili tekuéem agregatnom stanju
uvodi se u izvor ionizacije u kojemu molekule prelaze u plinovito stanje i ioniziraju. Nastali
ioni ekstrahiraju se u analizator masa u kojem se razdvajaju na temelju omjera mase i naboja
(M/z) u vremenu ili prostoru. Nakon detekcije kojom se biljezi broj iona te omjer mase i
naboja iona koji dolaze s detektora, signal se raunalno obraduje $to rezultira nastankom
spektra masa.

Primjena spektrometrije masa pokriva podrucja prirodnih znanosti (kemije, biologije,
fizike), biomedicine, biotehnologije, farmaceutike i ekologije. ** Razvojem ionizacijskih
tehnika MALDI i ESI omogucena je ionizacija velikih, nehlapljivih i termolabilnih
molekula.”® Spektrometrija masa postala je nezamjenjiva tehnika u cijelom nizu analiza
vezanih uz strukturnu 1 kvantitativnu karakterizaciju bioloskih makromolekula, metala,
farmaceutika, toksina itd.”>?*?® Totno mjerenje mase peptida i proteina (kao i njihovih
fragmenata) tehnikama spektrometrije masa omogucuje odredivanje slijeda aminokiselina,
kao i posttranslacijskih modifikacija (karakterizacija vrste i polozaja modifikacije),
odredivanje mutacija, te provjeru strukture, Cdistoce, stabilnosti 1 konformacijskih
promjena, 2526:30-32

Analizi proteina tehnikama spektrometrije masa moguce je pristupiti na dva nacina:
odozgor nadolje (engl. top-down) i odozdol nagore (engl. bottom-up).>3 Pristup odozgor
nadolje podrazumijeva analizu proteina koji se u plinovito stanje u spektrometru masa prevodi
intaktan, bez prethodne enzimske razgradnje.** Ovisno o koristenom spektrometru masa, tj.
sposobnosti tocnog mjerenja mase 1 postignutoj rezoluciji, moguce je odrediti to¢nu masu
intaktnog proteina ili ga pocijepati tandemnom spektrometrijom masa (MS/MS) upotrebom
kolizijom aktivirane disocijacije (engl. Collision Induced Dissociation, CID) ili
poslijeionizacijske disocijacije (engl. Post Source Decay, PSD).**** Kombinacijom
izmjerenih masa nasumi¢nih peptidnih fragmenata dobivaju se podaci o gradi proteina.
Osnovna prednost ovog pristupa je odredivanje gotovo cjelokupne primarne strukture
proteina, kao i bolja detekcija posttranslacijskih modifikacija, dok nedostaci ukljucuju

nedostupnost potrebne instrumentacije visokog razlu¢ivanja, npr. spektrometra masa ionsko
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ciklotronske rezonancije uz Fourierovu transformaciju (engl. Fourier Transform lon
Cyclotron Resonance, FT ICR) koja je zbog kompleksnosti i visoke cijene relativno slabo
zastupljena u znanosti i industriji.*

Tradicionalni pristup identifikaciji proteina odozdol nagore omogucava detaljniju
strukturnu analizu proteina. Temelji se na metodi otiska prsta (engl. Peptide Mass
Fingerprinting, PMF), kao i tandemnim tehnikama spektrometrije masa (CID ili PSD).*
Navedeni pristup ukljucuje enzimsku razgradnju proteina, najceSce tripsinom te tocno
mjerenje masa dobivenih triptiCkih fragmenata. Peptidni fragmenti dobiveni enzimskom
razgradnjom dodatno se cijepaju tandemnom spektrometrijom masa. Eksperimentalni podaci
usporeduju se s teorijskim izraCunatim masama peptidnih fragmenata pohranjenim u bazama
podataka pomocu specijaliziranih rac¢unalnih programa (MASCOT, Sequest, BlastP, Protein
Prospector).®* Spektralne baze podataka (NCBI, Uniprot/Swiss-Prot, MSDB) sadrze
teorijske mase dobivene prevodenjem slijeda nukleotida iz mRNA u slijed aminokiselina te

proteolitickom razgradnjom in silico.*™’

Tocnost identifikacije povecava se dodatnim
cijepanjem peptidnih fragmenata te kombiniranom pretragom baza podataka (spektar masa
prvog stupnja analize-MS, i tandemni spektar-MS/MS). Ukoliko protein nije identificiran u
bazi podataka, odredivanje nedvojbenog slijeda aminokiselina neophodno je za daljnje

bioloske i biokemijske studije (sekvenciranje de novo).**%’

2.1.2. Spektrometrija masa MALDI (MALDI-MS)

Tehniku ionizacije MALDI su krajem 20. stoljeca razvili Hilldenkamp 1 Karas, a ionizaciju
biomolekula usavrsili su Tanaka i suradnici.®® MALDI je pulsna ionizacijska tehnika u kojoj
kratki intenzivni pulsevi laserske zrake pomoc¢u matrice induciraju desorpciju i nastanak iona
u plinovitom stanju (Slika 2) u vakuumu spektrometra masa.”>?** Smatra se ,,blagom*
ionizacijskom tehnikom koja omogucuje nastanak gotovo intaktnih, jednostruko nabijenih
ionskih vrsta. Vrlo ¢esto koristi se u analizi molekula velike molekulske mase (m/z > 1000)
poput peptida i proteina zbog jednostavnosti pripreme uzoraka, osjetljivosti i
visokoprotocnosti analiza. Tehnika MALDI zahtijeva vrlo malo uzorka, Sto omogucuje

detekciju iznimno malih koli¢ina pojedinog proteina (n > atomol).25

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 7

Puls lasera visoke energije

hv
<]
o]
o e}
Ogo > [+
Desorpcija Oo o2 Desolvatacija o
V\ / °
Hl
o Matrica Q .
. Peptid Transfer protona

Slika 2. Prikaz desorpcije i ionizacije molekula matrice i analita.”®
2.1.2.1. Uloga matrice

Matricu ¢ine relativno jednostavne organske molekula koje sadrze kromofore visoke
apsorpcijske sposobnosti. Matrica apsorbira energiju laserske zrake odredene valne duljine (u
UV-podruéju) i prenosi ekscitacijsku energiju na molekule analita. Prije analize matrica se
otapa u otapalu i mijeSa s uzorkom. Budu¢i da su u smjesi molekule matrice u suvisku,
navedene molekule smanjuju intermolekulske interakcije medu molekulama analita. Aktivna
uloga matrice je sublimacija molekula analita okruzenih kristalima matrice, desorpcija i
ionizacija fotoekscitacijom (fotoionizacijom) neovisno o apsorpcijskim karakteristikama i
veli¢ini molekula analita te u konacnici prijenos protona s matrice na molekule analita (ili
obrnuto u slucaju negativne ionizacije).‘?g‘40 Klasifikacija MALDI-matrica koje se najcesce
koriste temeljena je na razlikama u strukturi. Prvu skupinu ¢ine derivati cimetne kiseline,
poput a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (CHCA\) i sinapinske kiseline (SA), koji se koriste
za ionizaciju peptida i proteina. Derivati aromatskih karbonilnih spojeva, poput 2,5-
dihidroksibenzojeve kiseline (DHB), salicilne kiseline ili antranilne kiseline, svrstani su u
drugu skupinu matrica koje se ve¢inom koriste za ionizaciju ugljikohidrata, organskih

molekula ili polimera.?>*4°
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2.1.2.2. Priprava proteinskih uzoraka

Priprava uzoraka za analizu tehnikom MALDI-MS sastoji se od pro¢i§¢avanja proteina ili
peptida, mijeSanja s odgovaraju¢om matricom te nanoSenja na MALDI-plo¢icu (inertni nosac
od nehrdajuceg celika ili teflona). Ukoliko je polazni materijal prokariotski ili eukariotski
bioloski uzorak (stanice, tkivo, tjelesne tekucine i sl.), proteine ili peptide je od nepozeljnih
organskih ili anorganskih oneciS¢enja mogucée izolirati talozenjem, ekstrakcijom,

kromatografski ili elektroforezom.***°

Talozenje acetonom, metanolom ili trikloroctenom
kiselinom ugestali je postupak pro&ii¢avanja bioloskog materijala.** Dodatkom otapala manje
polarnosti u otopljeni uzorak dolazi do smanjenja topljivosti proteina te denaturacije i
agregiranja uslijed povecanih hidrofobnih interakcija, rezultiraju¢i nastankom taloga.
Centrifugiranjem se talog proteina odvaja od supernatanta koji sadrZi ostatke soli, nukleinske
kiseline i lipide te otapa u odgovaraju¢em puferu pogodnom za daljnu analizu. Nukleinske
kiseline mogu ometati analizu proteinskih uzoraka jer koprecipitiraju s proteinima. Klasi¢an
pristup uklanjanja nukleinskih kiselina obuhvacéa jednu od metoda: dodatak restrikcijskih
endonukleaza u uzorak, selektivnu precipitaciju nukleinskih kiselina kationima (npr. kalcijem)
i precipitaciju trikloroctenom kiselinom ili organskim otapalima.** Ukoliko taloZenjem nisu u
potpunosti uklonjene nukleinske kiseline, ekstrakcija smjesom kloroforma, fenola i
izoamilnog alkohola u volumnom omjeru 25:24:1 omoguc¢ava efikasno uklanjanje DNA.
Nakon ekstrakcije nukleinske kiseline su otopljene u vodenoj fazi (smjesa vode i alkohola),
dok se proteini nalaze u sloju izmedu organske 1 vodene faze.*

Osim neproteinskih bioloskih molekula, uzorci peptida 1 proteina sadrZze razna
onecis¢enja unesena tijekom pripreme uzorka. Navedena oneciS¢enja obuhvacaju nehlapljive
anorganske soli (npr. fosfate), kaotropne tvari (npr. urea, gvanidin hidroklorid) ili surfaktante
(npr. natrijev dodecilsulfat, triton) koje je potrebno ukloniti prije analize spektrometrijom
masa.* Uklanjanje soli, kao i razdvajanje peptidnih 1 proteinskih smjesa, moguce je postici
primjenom tekucinske kromatografije obrnutih faza (razdvajanje na temelju hidrofobnosti),
ionskom izmjenom (razdvajanje temeljeno na naboju ili izoelektri¢noj tocki, pl), afinitetnom
kromatografijom (specificno vezanje proteina na kolonu s imobiliziranim protutijelima ili
metalnim ionima) te kromatografskim razdvajanjem temeljenim na veli¢ini molekula (gel-

filtracija).?>* Odabir prikladne tehnike tekuéinske kromatografije ovisi o koli¢ini uzorka

kojeg je potrebno procistiti. Za manje koli¢ine uzorka, osim tekucinske kromatografije

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 9

ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) ili
kapilarne tekucinske kromatografije, koriste se tehnike ZipTip (tehnika razdjelne
kromatografije vezana uz kruti nosa¢ nanesen U zavrSetak pipete), ekstrakcija na ¢vrstoj fazi
uz pomo¢ vakuumske crpke (engl. Solid Phase Extraction, SPE) ili ekstrakcija
mikroekstrakcijskim kolonama koristeé¢i centrifugalnu silu za propustanje otopina kroz kolonu
(engl. spin tube).***®

Uz vise vrsta separacijskih 1 purifikacijskih tehnika koje prethode konvencionalnoj
tehnici MALDI-MS, vrlo vaznu ulogu ima nanoSenje proci§¢enih proteina i peptida na
metalnu MALDI-plo&icu neposredno prije analize.*® Najée3éa tehnika nanosenja otopljenih
proteina i peptida je tzv. suha kapljica, ujedno i najjednostavniji nacin pripreme uzorka.
Postupak se sastoji od mijeSanja otopine matrice i analita, nanoSenja odredene koli¢ine na
plocicu 1 suSenja smjese pri ¢emu dolazi do kristalizacije matrice i analita prije analize
spektrometrijom masa.”® lako je MALDI ionizacijska tehnika pogodna za analizu proteina i
peptida s odredenim udjelom anorganskih oneciS¢enja (soli) u uzorku, pozeljno je navedena
one¢i¢enja ukloniti radi postizanja optimalne ionizacije molekula analita.”® Ukoliko
proteinski ili peptidni uzorak sadrzi ione alkalijskih metala, ucestala je pojava adukata analit-
protuion (npr. analita i Na* i/ili K*) vidljivih u spektru masa. Ione metala moguée je naknadno
ukloniti s plocice ispiranjem kristala hladnom vodom. SuSenje vakuumom je varijacija
prethodno opisane metode u kojoj se smjesa matrice 1 analita na plocici susi u vakuumskoj
komori.>* Odabir na¢ina nano3enja i suienja otopine proteina i peptida uvelike utjete na
veli¢inu kristala povecavaju¢i njihovu homogenost, $to povoljno utjece na rezoluciju i to¢nost
mjerenja mase. Sljede¢a metoda koja se temelji na brzom isparavanju otapala uvedena je radi
poboljSanja razlucivanja 1 toc¢nosti mjerenja.52 Matrica se nanosi na plo¢icu te se nakon
isparavanja otapala nanosi otopina uzorka. Nakon suSenja pristupa se analizi spektrometrijom
masa. Ovakav postupak omogucava nastanak jednolicnog filma matrice koji se koristi kao
podloga za nanoSenje uzoraka koji nisu prethodno mijesani s matricom. Jedna od cesto
koriStenih tehnika pripreme uzoraka je tzv. metoda sendvi¢.>® Sastoji se od nanoSenja otopine

uzorka na osuseni sloj matice, na koji se potom nanosi novi sloj otopine matrica.
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2.1.2.3. Tehnika MALDI

Mehanizam ionizacije peptida tehnikom MALDI objasnjen je prijenosom protona s
fotoioniziranih molekula matrice (Slika 3).%° Iradijacijom laserom u UV-podrugju zagrijava se
matrica koja apsorbira energiju lasera u obliku topline. Tijekom desorpcije razara se kristalna
reSetka koju ¢ine molekule matrice i analita. Desorbirane molekule imaju karakteristi¢an oblik
perjanice koja se hladi i ekspandira u vakuumu izvora iona spektrometra masa i stabilizira na
oko 400 K (Slika 3).>* Na povrsini matrice dolazi do adijabatskog procesa u kojem molekule
sublimiraju pod visokim tlakom. Temperatura sublimacije matrica je izmedu 409 K i 455 K.>
Prosje¢ne brzine iona i neutralnih molekula su izmedu 200 m s™ i 1200 m s™ ovisno o vrsti

matrice i analita, naboju, duljini pulsa lasera, ja¢ini laserske snage i pripremi uzorka.™

MALDI plogica Ekstrakcijska elektroda

Temperatura
™ 800K

I400K

S L

T Y T T T 7/~ 1
0 100 ns 200 ns 800
G—— f

ISD Pocetak ekstrakcije iona

Slika 3. MALDI perjanica.™®

MALDI je tehnika kojom nastaju uglavnom jednostruko nabijeni ioni. Nastanak
jednostruko 1 visestruko nabijenih klustera fotoionizacijom i fotokemijskim procesima
temeljni su ionizacijski procesi koji se odvijaju istovremeno u izvoru iona.>* Nastanak
slobodnih elektrona i njihov gubitak u vakuumu rezultira nastankom pozitivno nabijenih iona
u neutralnoj perjanici $to povecava ukupno iskoriStenje ionizacije. Uz negativnu ionizaciju
elektroni i visak protoniranih iona matrice induciraju neutralizaciju iona u perjanici. Ovakvi

procesi vrlo su efikasni kod neutralizacije viSestruko nabijenih klustera jona.”®

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 11

Budu¢i da je MALDI pulsna tehnika, najéesce se povezuje s analizatorom masa koji
mjeri vrijeme leta (engl. Time of Fligh, TOF), analizatorom kvadrupol-TOF (engl.
Quadrupole-Time of Flight, Q-TOF) ili analizatorima TOF/TOF omoguc¢avajuci razdvajanje
iona u analizatoru (tzv. prostorno razdvajanje iona). Takoder je moguce povezivanje s
analizatorima koji skladiSte ione, primjerice ionska stupica (engl. lon Trap, IT) i analizator FT
ICR (spektrometrija masa u vremenu).?

Shema spektrometra masa MALDI-TOF/TOF prikazana je na Slici 4.>° Sastoji se od
izvora ionizacije MALDI (izvor iona #1), analizatora vremena leta (TOF) te dva detektora
(linearnog i detektora Kkoji biljezi ione nakon odbijanja od ionskog zrcala) koji su u uvjetima

vakuuma.

Laser
Laserska

lzvoriona#1  zraka MS/MS zraka
Detektor Linearni detektor

Le¢a Izvor iona #2 MS zraka

lonsko zrcalo
TIS Kolizijska
celija

Slika 4. Shematski prikaz MALDI-TOF/TOF spektrometra masa.”

Ioni nastaju i rasprSuju se u izvoru iona spektrometra masa. Nakon vrlo kratkog vremena, ioni
se istovremeno ekstrahiraju u analizator masa pulsnim naponom. Princip rada analizatora
masa TOF temelji se na ubrzanju iona odgovaraju¢im potencijalom (pulsno elektri¢no polje),
pri ¢emu ioni dobivaju kineticku energiju. Budu¢i da su svi ioni ubrzani istim potencijalom,
ioni istog naboja razli¢ite mase putuju razli¢itim brzinama (manji ioni putuju ve¢om, a veci
manjom brzinom). Omjer mase i naboja odreduje se mjerenjem vremena potrebnog za
prolazak kroz regiju izmedu izvora iona i detektora. Vrijeme leta iona od ulaska u analizator
do detektora je 5 pus do 100 ps.?

Spektrometar masa MALDI-TOF/TOF sadrzi kolizijsku ¢eliju izmedu dva analizatora,
¢ime je omogucena tandemna analiza. U prvom stupnju analize (MS) kolizijska ¢elija se ne

koristi te ioni nesmetano prolaze kroz ¢eliju. Tijekom tandemne analize, TIS (engl. Timed lon
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Selector) omogucava odabir iona uskog raspona masa prije ulaska u kolizijsku ¢eliju, koji se
potom cijepaju u samoj celiji.

Faktori o kojima ovisi raspodjela u vremenu leta izmedu iona s istim omjerom mase i
naboja utjeCu na smanjenje razluéivanja.24 Dva su nacina ujednacavanja vremenske (odredene
vremenom nastanka iona), mjesne (odredene mjestom nastanka iona) te kineticke (odredene
energijom nastanka iona) raspodjele iona. Siroku raspodjelu uslijed razlika u mjestu i
vremenu nastanka iona mogucée je izbje¢i uvodenjem odgodene ekstrakcije iona, dok se
upotrebom ionskog zrcala, tzv. reflektrona, smanjuju varijacije u raspodjeli kineticke energije.
lonsko zrcalo stvara polje koje odbija ione prema detektoru. Ioni vece energije dublje prodiru
u polje prije reflektiranja. Produljenje puta omogucava ionima istog omjera mase i naboja, a

oy .. . . 57
razlicite energije da stignu na detektor istovremeno.

2.2. Sekvenciranje peptida spektrometrijom masa

Preduvjet za odredivanje slijeda aminokiselina spektrometrijom masa je generiranje jedne
serije uzastopnih iona fragmenata ili kombinacije vise serija iona (a-, b-, c- i X-, y-, Z- Serije) u
svrhu pokrivenosti cijelog slijeda aminokiselina.”® Da bi odredivanje cjelokupnog slijeda
aminokiselina bilo tocno, pouzdano i1 olakSano, potrebno je posti¢i gotovo idealne uvjete
fragmentacije. Idealna fragmentacija peptidnih iona ukljucuje kidanje veza iskljucivo
peptidne okosnice. Fragmentacijski profil treba olaksavati interpretaciju spektra masa. Brzina
fragmentacije treba biti brza od intramolekulske pregradnje jer u protivnom ioni fragmenata
ne¢e odgovarati stvarnoj strukturi. Labilne veze moraju ostati intaktne radi utvrdivanja
njihovog polozaja u molekuli. Intenziteti iona fragmenata moraju biti reproducibilni i
karakteristiéni za odredenu strukturu i molekularni sastav.”® U praksi vrsta iona fragmenata
ovisi 0 mnogobrojnim faktorima, poput aminokiselinskog slijeda, veli¢ine fragmenta, koli¢ine
unutarnje energije, naboja iona, posttranslacijskim modifikacijama, koji mogu uvelike

otezavati analizu.?® Navedeni faktori biti ¢e detaljnije opisani u daljnjem tekstu.
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2.2.1. Fragmentacija peptidnih iona
2.2.1.1. Utjecaj unutarnje energije na fragmentaciju peptidnih iona

Sadrzaj unutarnje energije formiranog iona generiran je iz dva izvora: unutarnje (toplinske)
energije molekule prije ionizacije i energije koju ion dobije ionizacijom.** Unutarnja energija
vrlo je vazan ¢imbenik kod ionizacije nestabilnih molekula koje lako degradiraju ili ukoliko
se radi o molekulama ve¢e mase (1000 Da na viSe), jer doprinos unutarnje energije znatno
nadilazi energiju primljenu ionizacijom. U takvim slu¢ajevima formirani ion moguée je
detektirati jedino ako je unutarnja energija vrlo niska (ionizacija niske energije u rasponu od
5 eV do 20 eV ili spektri niske temperature). Pojmovi laka i teSka ionizacija proizlaze iz
sadrzaja unutarnje energije. Teska ionizacija (npr. 70 eV) odnosi se na tehnike ionizacije u
kojoj nastaju ioni visoke unutarnje energije. Kao posljedica koli¢ine energije, u spektru masa
vidljivi su intenzivni ioni nastali fragmentacijom, dok je intaktni (molekulski) ion malog
relativnog intenziteta. Laka ionizacija (npr. 12 eV) ukazuje na suprotno: intaktni ion je
najveceg, dok su ioni nastali fragmentacijom intaktnog iona vrlo malog relativnog
intenziteta.””®*

Ovisno o unutarnjoj energiji iona i konstanti disocijacije (Slika 5), fragmentacija iona
u spektrometru masa MALDI tijekom desorpcije i ionizacije moguca je neposredno nakon
iradijacije laserom u izvoru iona, a prije ekstrakcije iona (engl. In-Source Decay, ISD) ili
poslije ekstrakcije.?* loni s konstantom disocijacije kqis <10° s ostaju intaktni, dok se ioni s
konstantom disocijacije kgis <10° s fragmentiraju u izvoru iona spektrometra masa.
Fragmente nastale prije ekstrakcije moguce je detektirati 1 u linearnom nacinu rada
spektrometra masa, dok su ioni nastali nakon ekstrakcije vidljivi isklju¢ivo uz koristenje
ionskog zrcala ili u nacinu rada PSD smanjuju¢i napon ionskog zrcala.?* Spontanom
fragmentacijom uslijed dovoljne koli¢ine unutarnje energije u regiji izmedu izvora iona i
analizatora nastaju metastabilni ioni s konstantom disocijacije 10° s™* > kgis > 10° s*. U spektru
masa moguce ih je prepoznati kao proSirene signale iona smanjenog razlu¢ivanja. Kineticka
energija metastabilnih iona oslobodena tijekom fragmentacije dovodi do disperzije brzine

iona, §to se odrazava na razluc“:ivanje.24
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Metastabilni ioni
Stabilni ioni (k. <105

Populacija —

Nestabilni ioni (k ;;_ >10%)

Unutarnja energija—

Slika 5. Hipotetska distribucija unutarnje enerzgije iona nastalih u pulsnom spektrometru
4
masa.

2.2.1.2. Aktivacijski procesi

Buduc¢i da fragmentacija iona prije i nakon ekstrakcije najceS¢e nije dostatna za odredivanje
cjelokupnog slijeda aminokiselina, potrebna je sekundarna ekscitacija kojom se povecava
unutarnja energija iona prekursora. Aktivacijski procesi osim PSD 1 ISD obuhvacaju i CID,
disocijaciju prijenosom ili zahvatom elektrona (engl. Electron Transfer Dissociation/ Electron
Capture Dissociation, ETD/ECD), disocijaciju zracenjem crnog tijela (engl. Blackbody
Infrared Radiative Dissociation, BIRD), i multifotonsku infracrvenu disocijalciju (engl.
Infrared Multiphoton Dissociation, IRMPD).?* Veéina fragmentacijskih tehnika, poput CID,
bazirane su na ekscitaciji vibracijskih energetskih nivoa. Vibracijska ekscitacija raspodjeljuje
se po slobodnim stupnjevima slobode. Fragmentacija ovisi o ukupnoj koli¢ini dovedene
energije, a ne o na¢inu raspodjele.59

CID je konvencijalna aktivacijska tehnika koja se koristi za fragmentaciju tandemnom
spektrometrijom masa.”* Kolizija iona prekursora odabrane mase s Cesticama inertnog plina
(najCesce dusika ili helija) odvija se u kolizijskoj ¢eliji spektrometra masa. Ovisno o vrsti
ionizacije, ioni imaju odredenu koli¢inu unutarnje energije. Uslijed neelasticne kolizije s
Cesticama visoke translacijske energije povecava se unutarnja energija iona te dolazi do
disocijacije, tj. nastanka iona fragmenata (Slika 6).** Fragmentacija iona prekursora moze se
dogoditi samo ako je kolizijska energija dovoljna da pobudi ion iznad granice disocijacije

(tzv. kineticki pomak). Sto je kraée vrijeme potrebno za aktivaciju, potreban je povecani
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kineticki pomak za disocijaciju. Ioni prekursori, ovisno o strukturi i unutarnjoj energiji,
fragmentiraju se kompetitivnim reakcijama.>® Fragmentacijom peptidnih iona mogu nastati
produkti preraspodijele i direktnog kidanja veza peptidne okosnice.** O konstantama reakcije
ovisi koji ¢e ioni fragmenti nastati (m/z), kao i u kojoj koli¢ini (intenzitet signala iona). Ako
fragmentacijom dolazi do pucanja samo jedne veze, to ¢e biti ona najmanje energije veze,

. e o 33
neovisno o polozaju i vaznosti za odredivanje strukture.

Y >
E T = / Produkti neposredne
Ll ‘/‘ disocijacije peptida
/
/
_<-- /
Produkti ™ } /
\
i \
preraspodjele \ * ,/
\
\ A ,
\\ * /\\ /
\\Q / .

Reakcijska koordinata

Slika 6. Razlike u fragmentacijskom putu ovisno o vrsti aktivacije.*

Kolizijom inducirana disocijacija ovisna je 0 masi Cestica koje se sudaraju. Proces
kolizijom inducirane disocijacije odvija se u dva vremenski odvojena koraka koje cine

ekscitacija prekursora te unimolekularna disocijacija:

pri ¢emu je m," ion prekursor, N neutralna molekula inertnog plina, mp# aktivirani ion u
prijelaznom stanju, m¢" ion fragment, a m, neutralna molekula. Vrijeme aktivacije iona kraée
je od vremena disocijacije aktiviranog kompleksa. Prijenos energije tijekom Kkolizijske
aktivacije 1 oslobadanje kinetiCke energije tijekom procesa disocijacije aktiviranih iona
odvijaju se uz o¢uvanje momenta sile i energij e

Ovisno o konstrukciji i vrsti instrumenata, a bazirano na translacijskoj energiji iona

prekursora, CID je moguce kategorizirati u koliziju niske i visoke energije.?* Razlika u

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 16

kolizijskim energijama rezultira razlikom u izgledu tandemnih spektara masa. Kolizija niske
energije proces je karakteristican za spektrometre masa koji sadrze kvadrupol ili ionsku
stupicu, a odvija se u rasponu od 1 eV do 100 eV. Kolizija se kod instrumenata s trostrukim
kvadrupolom odvija u drugom kvadrupolu u ¢eliji koja je ispunjena inertnim plinom (dusikom
ili argonom). Aktivacija je postignuta visestrukim kolizijama. U ovom slucaju tlak plina ima
znacajnu ulogu, jer porastom tlaka raste vjerojatnost sudara pojedinog iona s molekulama
plina. loni produkti nastaju disocijacijom iona prekursora te se dodatno aktiviraju

i disociraju:

pri ¢emu je my" ion produkt, N neutralna molekula inertnog plina, m¢ ion fragment, a mp+*
aktivirani ion. Masa neutralne Cestice ima vaznu ulogu u CID-u niske energije, jer je veci
prijenos energije ukoliko je masa Cestice veca. lako je u ovakvom nacinu kolizije kolizijska
energija znatno niza od kolizije visoke energije, prinos iona produkata je velik radi viSestrukih
kolizija. U hibridnim spektrometrima masa koji sadrze kvadrupol i ionsku stupicu, kao i
spektrometru masa FT ICR, izolacija iona i ekscitacija odvijaju se na istom mjestu (stupica u
elektromagnetskom polju). Ioni se ekscitiraju uvodenjem napona na rubnim elektrodama u
vremenu, pri ¢emu dolazi do fragmentacije 1 nastanka iona produkata. Kolizijska aktivacija u
spektrometrima masa koji sadrze TOF, kao i onima sa sektorom (spektrometrija masa u
prostoru), omogucena je sudarima iona prekursora visoke kineticke energije 1 Cestica inertnog
plina (dusik ili helij) u kolizijskoj ¢eliji. Kao Sto je navedeno, kolizijska ¢elija obi¢no se
nalazi izmedu dva analizatora masa. loni prekursori ulaze u kolizijsku celiju kinetiCkom
energijom od nekoliko keV, pri cemu dolazi do jednostrukog sudara, nakon ¢ega se nastali

ioni produkti razdvajaju u drugom analizatoru masa.**
2.2.2. Nomenklatura fragmenata peptidnih iona

Nomenklaturu fragmenata peptidnih iona predlozili su Roepstroft i Fohlman, a modificirao
Biemann.>® Serije iona razlikuju se po mjestu na kojem je lokaliziran naboj. Ukoliko naboj
nakon fragmentacije ostaje na N-kraju, ioni produkti oznacavaju se oznakama ap, b, i Cp, @

ako je naboj na C-kraju oznacavaju se kao xp, Yn I Z, (N 0znacava broj aminokiselina sadrzanih
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u ionu produktu). Strukture peptidnih iona produkata navedenih serija prikazane su na Slici 7.
Susjedni ioni pojedine serije dobiveni tandemnom spektrometrijom masa predstavljaju ione
produkte koji se medusobno razlikuju za masu odredene aminokiseline te odgovaraju slijedu

aminokiselina iona prekursora.
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Slika 7. Nomenklatura peptidnih iona prekursora.®?

Dvostruko kidanje peptidne okosnice rezultira nastankom internih fragmenata. Empirijski je
pokazano da interni fragmenti nastaju ako je u slijedu aminokiselina prisutan prolin ili
aspartat.el Interni fragmenti najc¢es$¢e nastaju kombinacijom b- i y-serije iona pri ¢emu nastaje
amino-acilijev ion. Osim navedenog, interni fragment moze nastati kombinacijom a- i y-serije
iona (amino-imonijev ion). Interni fragment nastao kombinacijom iona a- i y-serije koji sadrzi
samo jedan boc¢ni lanac naziva se imonijev ion. Modifikacijama bo¢nog lanca aminokiseline

nastaju satelitni ioni d- i w-serije (npr. leucin i izoleucin) te v-serije (Slika 8).%
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Slika 8. Strukture satelitnih iona.?
2.2.3. Mehanizmi fragmentacije peptidnih iona
Kao $to je navedeno, fragmentacija iona se odvija u izvoru iona, poslije ekstrakcije, kao i u
kolizijskoj ¢eliji. Postoje dva osnovna mehanizma koji opisuju fragmentaciju: termalno

inducirani mehanizam koji pogoduje nastanku iona a-, b- i y-serije (Slike 9 i 10) te

mehanizam induciran radikalima koji vodi nastanku iona c-, z-, w- i d-serije (Slika 11).%

o] R2 o] R4 o}
i q :
e 3 o
R1 o] R3 o
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Slika 9. Mehanizam nastanka iona a-, b- i y-serije.>

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 19

Protonacijom peptida u izvoru iona spektrometra masa nastaje populacija razli¢ito
protoniranih peptidnih iona (N-kraj, karbonilna ili amino-skupina peptidne veze, boc¢ni
ogranci aminokiselina). Udio pojedinih populacija iona ovisi 0 njihovoj unutarnjoj energiji.
Istrazivanja su pokazala ovisnost intenziteta iona fragmenata o kolizijskoj energiji. Takoder je
utvrdena korelacija izmedu bazi¢nosti bocnog lanca aminokiselina i kolizijske energije
potrebne za disocijaciju, Sto ukazuje da je kidanje veze tijekom fragmentacije ovisno o mjestu
protonacije.61 Energija disocijacije najveca je kod peptida koji sadrze specificne bocne
ogranke sljede¢im redoslijedom: arginin > lizin > nebaziéne aminokiseline.®® Dodatak
energije u sustav (aktivacija u eksperimentima tandemne spekrometrije masa) povecava
populaciju protoniranih ionskih vrsta mobiliziraju¢i proton s bazi¢nog bocnog ogranka
aminokiseline na peptidnu okosnicu. Energija potrebna za mobilizaciju protona s boc¢nog
ogranka aminokiseline ovisi o primarnoj strukturi peptidnog iona. Lokalizacija protona na
peptidnu okosnicu moze biti dvojaka: protonacija karbonilnog kisika ili amidnog dusika
peptidne veze. Protonacijom kisika dolazi do nukleofilnog napada kisika susjedne karbonilne
skupine pri ¢emu nastaje protonirani oksazolon-ion b-serije (Slika 10). Protonacija dusika
amidne veze manje je vjerojatna zbog manje bazi¢nosti u plinovitom stanju, ali produkt

reakcije ostaje isti.*
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Slika 10. Mehanizmi nastanka iona b-serije.”
Intenziteti iona produkata y-serije najcesce su veci od komplementarnih iona b-serije, $to je

objaSnjeno ve¢om stabilno$¢u iona y-serije zbog lokalizacije protona na bazi¢noj strani

peptida (N-kraj). loni b-serije nemaju favorizirano mjesto protonacije te su podlozni daljnjoj
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fragmentaciji i preraspodjeli. Ako je kolizijska energija dovoljno visoka, ioni b-serije
disociraju u ione a-serije uz otpustanje ugljikovog monoksida.*

Fragmentaciji pogoduju pojedine aminokiseline poput prolina, aspartata i glutamata
(ako peptid sadrzi arginin) te u blizini protoniranog histidina. Budu¢i da je imidna veza
prolina bazi¢nija od bilo koje amidne veze, prema teoriji mobilnog protona, dostupnost za
vezanje protona je statisticki veca za navedenu imidnu vezu, $to utjee na bolju fragmentaciju
upravo na tome mjestu. Sli¢no je i s aspartatom i glutamatom, koji utjecu na bazi¢nost iona u
plinovitom stanju.®®

Za razliku od termalno induciranog mehanizma, mehanizam koji ukljucuje radikale
temelji se na zahvatu slobodnih elektrona ili interakciji s radikalima.>®®*®° Ugestala upotreba
radikalskog mehanizma za disocijaciju proteinskih i peptidnih iona temelj je ionizacijskih
tehnika spektrometrija masa ECD i ETD.*® Pocetni je korak nastanak hipervalentnog
radikala (RNHs-) koji disocira u produkte RNH, i radikal vodikova atoma. Dodatak radikala
vodikova atoma karbonilnoj skupini peptidne okosnice vodi nastanku homologne serije
komplementarnih fragmenata iona c- i z-serije (Slika 11).>> Kidanje veze inducirano je
radikalskom kemijom. Tehnika ETD vrlo je slicna tehnici ECD, ali se kao inicijatori
fragmentacije koriste fenil-radikali ili radikali antracena.®® ECD je tehnika primjenjiva u
slu¢aju nastanka viSestruko nabijenih iona, jer se jednostruko nabijeni kationi neutraliziraju te
ih je kao takve nemoguce detektirati spektrometrijom masa. VisSak elektrona neutralizira se
autoemisijom ili vezanjem na kation.*

Osim kod ionizacije ECD, fragmentacijski radikalski mehanizam opisan je i kod
tehnike fragmentacije proteina i peptida MALDI-ISD. Koriste¢i MALDI-ISD, omoguéen je
prijenosom radikala vodikova atoma s pobudene molekule reduciraju¢e matrice na karbonilni
kisik peptidne okosnice (Slika 11). Slijedi radikalom inducirano kidanje veze NH-C,, (put A,
Slika 11), pri ¢emu nastaju radikali serije ¢ (c-), kao i ioni d- i z-serije.® Ako pak dode do
kidanja veze NH-C, s C-kraja peptidnog iona, nastaju ioni fragmenti c-, z- i w-serije. Radikali
z-serije (z-) u plinovitom stanju gube ili primaju radikal vodikova atoma te reagiraju s
radikalima matrice (npr. DHB), pri ¢emu nastaju ioni z- i w-serije ili adukti navedenih serija

iona s matricom (put B, Slika 11).>
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Slika 11. Nastanak razli¢itih vrsta iona produkata radikalskim mehanizmom.>

Uoceno je da upotrebom oksidiraju¢ih molekula matrice (npr. 5-nitrosalicilne kiseline) nastaju
ioni a- i X-serije, pri ¢emu dolazi i do oksidacije peptidnog iona [M-2H+H]". Nastanak
peptidnog iona s manjkom vodika objasnjen je oduzimanjem vodikova atoma s radikala
peptida [M-H]- koji sadrzi slobodni elektron na dusiku amidne veze uz kidanje veze C,-C
(Slika 12). U navedenoj reakciji nastaje radikal a-serije (a-) koji disocira na ione a- i d-serije
uz gubitak karboksil-radikala (-COOH). Gubitak vodikova atoma te karboksil-radikala dogada
se kompetitivno u perjanici izvora iona spektrometra masa MALDI ovisno o koristenoj
matrici.®®

Kod peptida koji sadrze prolin (Xxx-Pro), oduzimanjem protona nastaju radikali b-
serije (b-) i ioni y-serije. Gubitkom formil-radikala (-CHO), iz radikala b-serije (b-) nastaju
ioni a- i b-serije. Mehanizam radikalske fragmentacije neovisan je o procesu ionizacije te se

moze primijeniti i na deprotonirane peptide uslijed negativne ionizacije.®®
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Slika 12. Fragmentacija peptida koji sadrzi slobodni elektron (radikalsko mjesto) na dusiku

amidne veze.%®

2.3. Nacini poboljSanja fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona
spektrometra masa MALDI-TOF/TOF

Tijekom desorpcije i ionizacije ili aktivacije kolizijom protoniraju se amino-skupine peptidnih
veza duZ cijele okosnice dajuéi razliGite ione produkte.®® Ovisno o strukturi proteina, razliciti
peptidi pokazuju varijacije u nacinu fragmentacije, produciraju¢i sloZene spektre masa.
Pristup analize odozdol nagore ukljucuje enzimsko cijepanje proteina tripsinom pri ¢emu
nastaju peptidi koji na C-kraju sadrZe lizin ili arginin.**®" Pokazano je da fragmentacijom
peptida koji sadrze arginin na C-kraju nastaju ioni fragmenti jaceg intenziteta nego oni koji
sadrze C-terminalni lizin. Fragmentacijom triptickih peptida koji sadrze C-terminalni lizin
nastaju ioni produkti razli€itih serija, vrlo slabog intenziteta i nerijetko samo dijela serije,
¢ime je odredivanje cjelokupnoge primarne strukture peptida, a time i proteina, vrlo otezano
ili ¢ak 0nem0guc’:er10.67‘68 Radi olakSane interpretacije spektara masa poZeljno je poboljSati
efikasnost fragmentacije, kao 1 povecati intenzitet iona fragmenata. PoboljSana fragmentacija
se postize kemijskom modifikacijom peptida prije analize, kao i dodatkom pojedinih tvari
(tzv. inicijatora fragmentacije) u smjesu uzorka i matrice tijekom pripreme uzoraka te

varijacijom uvjeta analize.®®

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 2. Literaturni pregled 23

2.3.1. Kemijska modifikacija peptida

Redukcija slozenosti spektara masa omoguéena je primjenom kemijske modifikacije peptida.
Kemijsku modifikaciju peptida moguce je provesti samo ako peptid sadrzi aminokiseline koje
se mogu kemijski obiljeziti. Obiljezavanje peptida kovalentno vezanim skupinama utjece na
bazi¢nost peptida, pri ¢emu se povecavaju unutarnja i kolizijska energija potrebna za
fragmentaciju.®® Time je omoguéena bolja ionizacija i fragmentacija, uz nastanak gotovo
isklju¢ivo (ili pretezno) jedne serije fragmentnih iona sa C-kraja ili N-kraja peptidnog iona.
Nastanak jedne serije iona olakSava sekvenciranje de Nnovo te smanjuje vrijeme pretraZivanja
baza podataka, a time i ubrzava vrijeme identifikacije proteina.?®® lako je opisana primjena
reagensa s razli¢itim funkcionalnim skupinama (npr. kvarterna amonijeva skupina, acetilirana
sulfohidrilna skupina, fosfonij-acetilna skupina, Klorosulfonilna skupina i sl.) za kemijsku
modifikaciju peptida, samo ih se nekoliko ucestalo koristi za poboljSanje fragmentacije i
intenziteta signala. Naj¢e$¢e koriSteni reagensi za obiljezavanje peptida vezu se na amino-
skupinu lizina ili N-kraja peptida, a ukljucuju sulfoniranje, gvanidinaciju lizina ili vezanje 2-
metoksi-4,5-dihidro-1H-imidazola (Lys-tag; Slika 13).478"

Reagensi koji se najéesce koriste za sulfoniranje su 2-sulfobenzojeva kiselina, sulfo-
NHS esteri (N-hidroksi-sukcinimid, NHS; CAF) i 4-sulfofenilizotiocijanat (SPITC). Derivati
sulfonske kiseline koriste se za sekvenciranje peptida velike mase, kao i za identifikaciju
subpikomolarnih koli¢ina proteina u proteomskim istraZivanjima.®®"® N-hidroksi-sukcinimid
(NHS-esteri) najc¢es¢e su upotrebljavane amino-reaktivne tvari koje se koriste u vecini
obiljezavajuéih reagensa, ukljutujuéi komercijalno dostupne reagense Ettan CAF”®, iTRAQ" i
DIGE. Budu¢i da su mnogi NHS-esteri netopljivi u vodenim otopinama, za kemijsko
obiljezavanje koriste se sulfo-NHS-esteri topljivi u vodi koji imaju sli¢nu specificnost i
reaktivnost. Reakcija vezanja amina kompetitivna je hidrolizi NHS-estera u vodenoj otopini,
posebice pri bazi¢nim uvjetima. Zbog konstante ravnoteze najcesce se provodi pri pH 7 do pH
9. Valja napomenuti da je pKa vrijednost g-amino-skupine lizina oko 11, dok je pH N-
terminalne amino-skupine vrlo cesto oko 8. Upotreba SPITC-a omogucava uvodenje
negativnog naboja na N-kraj peptida.”

Peptid kemijski obiljeZzen derivatima sulfonske Kiseline nakon ionizacije sadrzi
istovremeno pozitivan 1 negativan naboj. Nasumic¢no mjesto protoniranja odreduje mjesto

prekida peptidne veze pri ¢emu nastaju ioni produkti b- (obiljezZeni) i y-serije (neobiljeZeni).
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Budu¢i da detekcija neutralnih iona nije moguca, u analizi tandemnom spektrometrijom masa

u pozitivnom nacinu rada nece biti vidljivi obiljezeni ioni b-serije, ve¢ samo signali iona y-

serije. Supresija iona jedne serije omogucava poboljianu detekeiju neobiljezenih iona.”
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Slika 13. Reakcijske sheme obiljezavanja peptida. A- obiljezavanje N-kraja N-
hidroksisukcinimidom  (NHS-esterima), B-  reakcija  sulfoniranja  N-kraja  4-
sulfofenilizotiocijanatom (SPITC), C- reakcija gvanidinacije lizina O-metilizoureom, D-
obiljezavanje lizina 2-metoksi-4,5-dihidro-1H-imidazolom (tzv. Lys-tag).”

Sulfonacija je moguca i reagensima koji sadrze dvije sulfo-skupine. Jedan od takvih je
benzaldehid-2,4-disulfonska kiselina, koja se pri kiselom pH selektivno veze na N-terminalnu
amino-skupinu peptida (Slika 14). Osim S§to je izbjegnuta prethodna zastita lizina

gvanidinacijom, uvodenje dvije sulfo-skupine omogucavaju detekciju obiljezenih iona
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produkata b-serije tandemnom spektrometrijom masa uz negativnu ionizaciju, gdje su vidljivi

samo obiljezeni ioni produkti.”
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Slika 14. Reakcija sulfoniranja peptida benzaldehid-2,4-disulfonskom kiselinom."

Bazi¢nost lizina, a time 1 poboljSanu fragmentaciju peptidnih iona koji sadrze lizin,
moguce je povecati gvanidinacijom O-metilizoureom pri ¢emu nastaje homoarginin (Slika
14)." Osim O-metilizouree, za gvanidinaciju se koriste S-alkiltiourea, derivati pirazol-1-
karboksamida i supstituirana metansulfonska kiselina. Reakcija gvanidinacije je specifi¢na za
amino-skupinu lizina, dok samo minimalno obuhvaca amin na N-kraju peptida. Gvanidinacija
omogucava porast intenziteta obiljezenog peptidnog iona, porast broja lizinskih fragmenata,
kao 1 vecu pokrivenost primarne strukture peptida ili proteina. Zbog selektivnosti reakcije,
gvanidinacija najcesce prethodi sulfoniranju radi blokiranja amino-skupine lizina, S§to
omogucava specificno vezanje sulfonirajueg reagensa na N-kraj. Ovim medukorakom

olaksava se sekvenciranje de novo manje zastupljenih triptickh peptida.®®"®"

Vazno je
napomenuti da gvanidinacija u dvostupanjskoj reakciji obiljezavanja peptida uzrokuje gubitak
uzorka 1 osim ako nije neophodna u slucajevima sulfonacije lizina, preporuca se njezino
izbjegavanje. Osim gvanidinacije, amino-skupinu lizina moguce je obiljeziti 2-metoksi-4,5-

dihidro-1H-imidazolom.*” Sekundarni amini vezani na lizin klasificirani su u vrlo jake
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neionske baze, osobito ako je naboj stabiliziran rezonancijom u prstenu. Bazi¢nost 2-metoksi-
4,5-dihidro-1H-imidazola povezana je s porastom intenziteta signala obiljezenog peptidnog
iona u odnosu na neobiljezeni. Ioni produkti obiljezeni 2-metoksi-4,5-dihidro-1H-imidazolom
daju isklju¢ivo ione y-serije, pojednostavljujuci interpretaciju tandemnog spektra masa.
Reakcija obiljezavanja lizina moze se provoditi u otopini, na mikroekstrakcijskoj koloni
obrnutih faza namijenjenoj za prociS¢avanje peptida centrifugiranjem ili punilu pakiranom u
nastavak za pipete (ZipTip). Osim za poboljSanje fragmentacije, navedeni spoj je, u
kombinaciji s obiljezavanjem peptida stabilnim izotopnim oblikom koji sadrzi deuterij
umjesto vodika, mogucée koristiti u diferencijalnim kvantitativnim analizama peptida i
proteina.*’ Iako oba tipa reakcija obiljezavanja lizina sulfonacijom (osim obiljezivada koji
sadrze dvije sulfo-skupine omogucavajuci detekciju iona b-serije) i vezanjem 2-metoksi-4,5-
dihidro-1H-imidazola daju ione y-serije, postoji razlika u mehanizmu fragmentacije.
Sulfonacija inicira aktivaciju dodatnog mobilnog protona sa sulfo-skupine, dok 2-metoksi-
4,5-dihidro-1H-imidazol lokalizira proton na dusik imidazolnog prstena.”

Unato¢ navedenim prednostima u detekciji obiljeZenih iona spektrometrijom masa,
postoje i nedostaci kemijske modifikacije peptida. Osnovni nedostatak navedene metode je
nemogucénost kemijske modifikacije svih peptida ¢ija je fragmentacija otezana (npr. Kkoji
imaju modificiran N-kraj ili ne sadrze lizin na N-kraju). Nadalje, zbog dugotrajnosti postupka
obiljeZzavanja peptida (nekoliko sati ili preko noci), moguca je njihova degradacija. Takoder,
reakcija obiljezavanja moze biti nepotpuna zbog loSeg iskoriStenja, Sto povecava

kompleksnost spektra masa.”""

U reakciji obiljezavanja lizina koriste se puferi koji sadrze
nehlapljive soli te je peptide potrebno dodatno procistiti prije analize spektrometrijom masa
MALDI. Tako se mikroekstrakcijom postize proc¢iS€avanje i povecanje koncentracije peptida,
gubitak peptida je neizbjezan. Mala pocetna koli¢ina bioloskog materijala takoder moze
predstavljati potencijalni problem (Cak i femtomolarne koli¢ine) jer zbog gubitaka uslijed

manipulacije uzorkom nije moguce detektirati obiljezene peptide.75
2.3.2. Pristup koji ne ukljucuje kemijsku modifikaciju peptida
Fragmenti peptidnih iona nastali u izvoru iona spektrometra masa MALDI sastavni su dio

gotovo svakog spektra masa. Iako su nerijetko slabog intenziteta (Cesto se ne mogu razlikovati

od Suma), njihovom detekcijom moguée je dobiti djelomi¢nu ili potpunu pokrivenost
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aminokiselinskog slijeda.® Buduéi da fragmentacija u izvoru iona spektrometra masa MALDI
ne ovisi o masi biomolekule, tehnika je primjenjiva za sekvenciranje vecih peptida i intaktnih
proteina.’

Fizikalno-kemijska svojstva peptida i proteina utjeCu na reaktivnost, tj. sklonost
ovisi 0 njegovom aminokiselinskom sastavu, koji znacajnije pridonosi desorpciji od prosjecne
hidrofobnosti peptida. Nedostajanje pojedinog aminokiselinskog ostatka koji poboljsava
desorpcijske sposobnosti moze onemoguditi detekciju signala peptidnog iona, Sto znatno
otezava samu analizu. Polarni peptidi pokazuju bolja fragmentacijska svojstva za razliku od
kiselih i bazi¢nih.*® Bazi¢ne aminokiseline poput arginina, lizina i histidina vazne su za
nastanak fragmenata u izvoru iona jer su najucestalije mjesto protonacije.® Arginin neovisno o
polozaju povecava intenzitet signala.64

Osim kemijskim obiljeZzavanjem, intenzitet iona fragmenata moguce je povecati bez
kemijskog obiljezavanja. Prema literaturnim navodima, metode za pobolj$anje fragmentacije
peptida u izvoru iona spektrometra masa MALDI uklju€uju varijaciju/optimizaciju parametara
analize (vrijeme zadrZavanja u izvoru iona ili intenzitet lasera), ili su vezane uz kemizam
matrice i molekula analita.®

Svojstvo spektrometra masa MALDI je moguénost varijacije vremena zadrZavanja
iona u izvoru iona. Optimizacija vremena zadrzavanja rezultira povecanjem broja detektiranih
iona fragmenata, njihovih relativnih intenziteta i rezolucije. Vrijeme leta iona mijenja se
linearno s ekstrakcijom. Toni se zadrZavaju i refokusiraju u izvoru iona kao funkcija omjera
mase i naboja (m/z). Osim pobolj$anja razlu¢ivanja molekulskog iona, zadrzavanjem iona u
izvoru produljuje se vrijeme za fragmentaciju i povecava intenzitet iona fragmenata vidljivih
na spektru masa. Odabir optimalnog vremena zadrZavanja iona u izvoru iona ovisi o traZenim
masama iona fragmenata. Skra¢eno vrijeme zadrZzavanja pogoduje detekciji iona manje mase,
ali i detekciji iona matrice koji interferiraju sa signalima peptidnih iona.®

Odabir matrice 1 njezina svojstva utjeCu na fragmentaciju peptida. Osim ucinkovitije
desorpcije i ionizacije analita, matrica olakSava prijenos energije i time inducira fragmentaciju
peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa. Za analizu peptida i proteina najcesce se
upotrebljavaju matrice CHCA, DHB i SA, koje ovisno o svojstvima analiziranog peptida daju
razli¢ite profile fragmentacije. 8 Unato¢ fragmentacijskim svojstvima peptidnih iona, matrica

moze uvelike utjecati na profil nastalih peptidnih fragmenata, iako nije pronadena korelacija
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izmedu pH vrijednosti smjese matrice i peptida, hidrofobnosti matrice ili afiniteta matrice za
proton. Eksperimentalno je dokazano da polarni peptidi fragmentiraju jednako dobro u
matricama CHCA i DHB, bazi¢ni u CHCA, a neutralni u DHB/DHA (2,6-dihidroksi-
acetofenon).m Ovisno o koriStenoj matrici, fragmentacijom iona u izvoru nastanka iona
nastaju ioni a-, b- i y-serije, kao i ioni c- i z-serije (Slika 15). Matrice koje su bolji donori
protona, poput 1,5-diaminonaftalena (1,5-DAN), 5-aminosalicilne kiseline (5-ASA) i 5-
nitrosalicilne kiseline (5-NSA), pogoduju fragmentaciji radikalskim mehanizmom uz nastanak
iona c-, z- i w-serije.”*"" Navedeni ioni produkti nastaju redukcijom iona prekursora
radikalima vodikova atoma generiranog s matrice.”® Fragmentacija uz oksidiraju¢u matricu
poput 5-NSA omogucena je prijenosom protona s dusika amidne veze s peptidne okosnice na

molekulu matrice, pri ¢emu nastaju ioni a- i x-serije.”’

N-terminus C-terminus
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e 1A " ,—.‘
A

" - . DAN
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Slika 15. Najc¢esce serije iona produkata nastalih u izvoru iona koristenjem matrica 1,5-
diaminonaftalena (1,5-DAN), 5-aminosalicilne kiseline (5-ASA), 2,5-dihidroksibenzojeve
kiseline (2,5-DHB) i a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline (CHCA).%

Uoceno je da ioni c-, z- | w-serije, osim upotrebom spomenutih matrica, mogu nastati i
upotrebom matrice DHB. Matrica CHCA uglavnom pogoduje nastanku fragmentnih iona b- i
y-serije. Kombinacijom matrica CHCA i DHB detektirane su promjene u strukturi bo¢nih
lanaca aminokiselina tijekom fragmentacije u izvoru iona (gubitak metansulfonske kiseline s
bocnog lanca oksidiranog metionina) te deglikozilacija.79

lako je tehnika MALDI otporna na malu koli¢inu necisto¢a u uzorku, dodatak soli,

kiselina ili hlapljivih tvari u otopinu matrice moze znacajno utjecati na ionizaciju analita.
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Osim §to spomenute tvari mogu suprimirati ionizaciju ili dodatno onecistiti spektar masa,
adukti analit-protuion (analit i iona metala Na*, K" ili Ag") mogu i povoljno utjecati na
detekciju iona i osjetljivost.® U analizi peptida i proteina posebno su znadajne amonijeve soli
poput amonijevog dihidrogenfosfata (NH4H,PO,), amonijevog citrata ((NH4).CeHgO7) i
amonijevog sulfata ((NH4),SO4) koje smanjuju koli¢inu uzorka potrebnog za analizu
tehnikom MALDI na razinu atomola, povecavaju osjetljivost te pospjesuju fragmentaciju
peptida.®”®! Dodatak amonijevog fosfata u koncentraciji od 1 do 50 mmol I* i amonijevog
citrata u koncentraciji od 0,5 do 10 mmol I"* otopini matrice ili uzorka smanjuju nastanak
adukata peptidnih iona s matricom CHCA, poveéavajuéi omjer signala i Suma.®® Amonijeve
soli (amonijev citrat i amonijev acetat) u ekvimolarnoj koli¢ini s matricom Kkoriste se za
poboljSavanje intenziteta signala fosfopeptida, ¢ine¢i njihove signale najintenzivnijima u
spektru masa.®* Dodatak veée kolicine amonijevog sulfata (3 mol 1) pospjesuje
fragmentaciju peptidnih iona u plinovitom stanju u izvoru iona spektrometra masa. Sulfatni
ioni povecavaju povrSinsku napetost stupajuci u interakcije s molekulama vode, pri ¢emu
dolazi do precipitacije peptida. Peptidi su smanjeno solvatirani te ubrzano kristaliziraju s
molekulama matrice. lako utjece na kristalizaciju matrice, navedena sol olakSava ionizaciju,
uzrokuje nastanak veceg broja fragmenata peptidnih iona 1 smanjuje nastanak adukata analit-
protuion (npr. analita i Na*) radi vezanja kationa na sulfatnu skupinu. Time se umanjuje
vjerojatnost vezanja nepozeljnih anorganskih kontaminanata na peptidni ion.? Povoljan utjecaj
amonijevih soli na fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa ispitan je na
modelu sintetskih peptida, kao i na bioloskim uzorcima. No, uofena je nedostatna
fragmentacija vezana uz duljinu peptida, razli¢ite vrste posttranslacijskih modifikacija i slijed

aminokiselina, 808482
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije i punila
3.1.1. Kemikalije

Aceton, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska), acetonitril, za LC (J. T. Baker, Deventer,
Nizozemska), amonijev hidrogenkarbonat, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska), amonijev
persulfat, ¢istoce > 98 % (APS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), azitromicin, Cistoce
99,8 % (Pliva, Zagreb, Hrvatska), azobisizobutironitril, ¢istoc¢e 98 % (AIBN) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, SAD), benzofenon, cistoce 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD),
benzoil-peroksid, ¢istoce 75 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), cink (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), a-cijano-4-hidroksicimentna kiselina, ¢istoce 99 % (CHCA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD), kalijev dihidrogenfosfat, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska), klorovodi¢na
kiselina, min. 36,5 %, p. a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska), natrijev cijanoborhidrid, za sintezu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD ), tiamin mononitrat, ¢istoce 99,5 % (Cedevita, Zagreb,
Hrvatska), trifluoroctena kiselina, za spektroskopiju (TFA) (Merck, Darmstadt, Njemacka),
2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina, ¢isto¢e 95 % (TNBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD), trifenilmetil-klorid, ¢istoce 97 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), urea peroksid,
Cistoce 97 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), vodikov peroksid, 30 %-tna otopina, p. a.
(Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Derivati sulfonske kiseline

Za potrebe eksperimenata sintetizirana je grupa spojeva koji sadrze sulfo-skupinu:

e benzaldehid-2,4-disulfonska kiselina i benzaldehid-3,4-disulfonska kiselina
(dr. sc. Zdenko Hemersak, Institut Ruder Boskovic)

e 3,5-di-tert-butil-benzensulfonil-klorid, 3,5-di-tert-butilbenzensulfon, 3,5-di-
tert-butil-benzensulfonamid, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonska kiselina, (3,5-di-
tert-butilfenil)-(4-tert-butilfenil)-sulfon, di-(4-tert-butilfenil)-sulfonamid, p-
tert-butilbenzensulfonil-klorid, (4-tert-butilfenil)-fenil-sulfon (Pliva Hrvatska
d.d.)
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3.1.3. Peptidi

ACTH fragment 18-39, 10 nmol/ vial (humani, Agilent Technologies, Wilmington, DE, SAD),
apomioglobin, 10 nmol/ vial (Agilent Technologies, Wilmington, DE, SAD), daptomicin,
Cisto¢e 99,0 % (Chengdu Kaijie Bio-Phamaceuticals Co. Ltd., Shanghai, Kina), eksenatid.
¢istoce 99,5 % (LGM Pharma, Mumbai, Indija), enfuvirtid, cistoce 99,8 % (Cubist
Pharmaceuticals, Lexington, MA, SAD), inzulin, 10 nmol/ vial (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, SAD), ¢imbenik rasta granulocitnih kolonija, in bulk, koncentracije
25 mg mlt (rHuG-CSF; filgrastim) Hospira, Zagreb, Hrvatska), tripsin, pro&iséen
afinitetnom kromatografijom za sekvenciranje proteina (Merck, Darmstadt, Njemacka)

3.1.4. Pribor za procis¢avanje peptida

Membrane za dijalizu Microcon YM-10 (Amicon, Millipore, Bedford, MA, SAD), pipetni
nastavci ZipTip C4 (butilsilicijev dioksid, Millipore, Bedford, MA, SAD)

3.1.5. Instrumenti i ostala oprema

Analiticka vaga AT261 (Mettler Toledo, Riessen, Njemacka), centrifuga 5415R (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka), pH-metar SevenEasy (Mettler Toledo, Riessen, Njemacka),
spektrometar masa 4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, SAD), termomikser (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), vakuum centrifuga Concentrator
5301 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

3.2. Priprava otopina

3.2.1. Priprava MALDI-matrice

Matrica a-cijano-4-hidroksicimentna kiselina (CHCA) koncentracije 5 mg ml™ pripravljena je

otapanjem u vodenoj otopini acetonitrila (1:1; v/v).
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3.2.2. Priprava otopina za kalibraciju

Azitromicin i tiamin mononitrat pripravljeni su u koncentraciji 1 mg ml™ u vodenoj otopini
acetonitrila (1:1, v/v). Inzulin, ACTH fragment 18-39 i apomioglobin koncentracije 10 pmol
ul™ pripravljeni su otapanjem u vodi. Za kalibraciju spektrometra masa MALDI-TOF/TOF
koriStena je smjesa koja sadrzi po 1 pul otopine azitromicina i tiamin mononitrata pomijesanih
s 8 ul matrice CHCA, dok su peptidi ACTH, apomioglobin i inzulin pripravljeni mijesanjem
1 pl otopine peptida s 4 pl matrice CHCA.

Za kalibraciju spektrometra masa MALDI-TOF/TOF Koristeni su peptidi pripravljeni
autolizom tripsina prema protokolu opisanom u odjeljku 3.3.1. Autoliza tripsina. U svrhu

kalibracije spektrometra masa osuseni prociséeni tripticki peptidi otopljeni su u 5 pl matrice

CHCA.

3.3. Priprava peptida za ispitivanje ucinka poboljSanja fragmentacije

U istrazivanju je koriSteno Sest modelnih peptida (Tablica 1): ACTH fragment 18-39
(dalje u tekstu ACTH), daptomicin, enfuvirtid, eksenatid, inzulin te c¢imbenik rasta
granulocitnih kolonija (rHuG-CSF). Odabrani su peptidi sa Sirokim rasponom masa od 1,6
kDa do 18,8 kDa. Ovisno o gradi, odabrani peptidi mogu se svrstati u linearne i ciklicke.
Linearni peptidi su ACTH, enfuvirtid, eksenatid, rHuG-CSF, a ciklicki je daptomicin. Dok
peptid ACTH sadrzi samo konvencionalne aminokiseline, ostatak koriStenih peptida sadrzi
modificirane aminokiseline. Linearni peptidi koriSteni u radu sadrze pojedine modifikacije na
N-kraju (acetilacija kod eksenatida i enfuvirtida), C-kraj (amidacija kod eksenatida),
intermolekulske disulfidne veze kojima su medusobno vezana dva peptidna lanca (inzulin) te
intramolekulske disulfidne veze (rHuG-CSF). lako ne spada u skupinu tzv. head-to-tail
ciklickih peptida, daptomicin je ciklicki lipopeptid graden od 10 cikliziranih aminokiselina te
ostatkom od tri egzociklicne aminokiseline na ¢iji je N-kraj vezan lipid. Obzirom na
izoelektri¢nu tocku, analizirani peptidi su kiseli (pl 4-6).

Farmaceutski peptidi daptomicin, enfuvirtid, eksenatid (Tablica 1) pripravljeni su u
koncentraciji 1 mg ml™ otapanjem u vodi te dodatno razrijedeni vodom do koncentracije

0,05 mg ml™. Volumen od 10 pl otopine prodiséen je tehnikom ZipTip (postupak opisan u
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odjeljku 3.3.2. Procis¢avanje peptida na koloni tehnikom ZipTip). Nakon susenja procisc¢eni
peptidi su otopljeni u 5 ul matrice CHCA.

Tablica 1. Peptidi kori$teni za ispitivanje fragmentacije.

] Teorijska
Peptid Struktura/ .
monoizotopna
Molekulska formula .
masa [M+H]
ACTH
—RPVKVYPNGAEDESAEATFPL E F—coon
fragment 18- 2456,1989
39 Ci12H165N27046
7 CONH NH HOOC
Daptomicin jv\( rooe— 1620,7176
NH O COOH o]
Cr2H101N17026
o
Enfuvirtid )LH TSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWN_NH, 4490,1939
o B
Ca02H208N50064
N/\\N
~ (0]
Eksenatid H—N GEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPP*N/(HfNHZ 4185‘0346
o] o]
C184H287N50060S
Cimbenik
MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPW
rasta APLSSCPSQALQLAGCLSQLSHGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIW
o QQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP 18799,52*
granulocitnih
kolonija** CasH1339N223024359
w—G | VEQSHCASVZHSLYQLENYCN*CODH
Inzulin 5730,6087
wM,—F VNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTP K A—cooH
Cas4H378NesO75S6
*

prosje¢na masa

** plavo su oznaceni cisteini koji tvore disulfidne veze na poloZajima 36-42 i 64-74
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Zbog zadovoljavajuce Cistoce, peptidi ACTH i inzulin nisu dodatno proc¢i§¢avani prije
analize. Pripravljeni su u koncentraciji 100 nmol ml™ otapanjem u vodi. Nakon dodatnog
razrjedivanja peptida vodom, 1 pl otopine peptida pomijesan je s 9 ul matrice CHCA.

Cimbenik rasta granulocitnih kolonija pripravljen je u koncentraciji 1 mg ml™ (u
100 pl otopine) otapanjem u vodi, odsoljen prema protokolu opisanom u odjeljku 3.3.3.
Prociscavanje proteina na membranama Microcon te dopunjen vodom na pocetni volumen.

Volumen od 1 pl otopine peptida pomijesan je s 9 pl matrice CHCA.
3.3.1. Autoliza tripsina

Tripsin je endoproteinaza koja cijepa peptidnu vezu iza lizina ili arginina ukoliko nisu
prethodeni prolinom, no u otopini tripsina takoder dolazi do autolize (tj. samorazgradnje)
neovisno o prisutnosti drugih peptida ili proteina. Pripravljena je vodena otopina tripsina
koncentracije 50 mg ml™. Za produkciju tripti¢kih peptida 1 pl otopine tripsina pomijesan je s
50 ul 50 mmol I NH4HCO; (pH 7,6) te je otopina inkubirana 18 sati na 37 °C na
termomikseru. Dobiveni peptidni fragmenti procis¢eni su tehnikom ZipTip (opisanom u
odjeljku 3.3.2. Procis¢avanje peptida na koloni tehnikom ZipTip) te osuSeni koriste¢i vakuum
centrifugu. Osuseni peptidi koristeni su za kalibraciju spektrometra masa MALDI-TOF/TOF

ili kemijsko obiljezavanje.
3.3.2. Procisc¢avanje peptida na koloni tehnikom ZipTip

Za procis€avanje peptida koriSten je nastavak za pipete koji sadrzi malu koli¢inu punila -
nepokretne faze Sirokih pora (npr. C4; butilsilicijev dioksid ili C18; oktadecilsilicijev dioksid)
na koju se, prema uputama proizvodaca, moze vezati najvise 5 pg peptida (ZipTip). Postupak
proc¢is¢avanja temelji se na principu tekucéinske kromatografije obrnutih faza. Kolona se
kondicionira nizom otapala rastu¢e polarnosti, nakon ¢ega se na kolonu nanosi uzorak
(vodena otopina peptida). Peptidi iz uzorka veZzu se na Cestice punila elektrostatskim
interakcijama. Molekule soli koje se ne vezu na punilo ispiru se polarnim otapalom (vodenom
otopinom TFA), dok se peptidi eluiraju otapalom manje polarnosti (vodenom otopinom
acetonitrila).
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Prije analize pipetni nastavak ZipTip C4 ispran je tri puta s 10 ul vodene otopine koja
sadrzi 80 % acetonitrila/ 0,1 % TFA (v/v), zatim s 10 ul vodene otopine koja sadrzi 50 %
acetonitrila/ 0,1 % TFA (v/v), te na kraju s 10 ul vodene otopine 0,1 % TFA. NanoSenje
peptida vrieno je ispiranjem nastavka ZipTip s 10 ul otopine uzorka. Soli i ostala anorganska
oneciscenja isprana su s 10 ul vodene otopine 0,1 % TFA ponavljanjem postupka ispiranja pet
puta. Peptidi vezani na ZipTip eluirani su s 10 ul vodene otopine koja sadrzi 80 %
acetonitrila/ 0,1 % TFA (v/v). Eluat je osuSen u vakuum centrifugi i tako svjeze pripravljen

koriSten za daljnju analizu.
3.3.3. Prociscavanje proteina na membranama Microcon YM-10

Membrane Microcon YM-10 omogucavaju propustanje molekula mase manje od 10 kDa kroz
pore pod utjecajem centrifugalne sile, dok se proteini ve¢e mase zadrzavaju na membrani.
Time je omoguéeno uklanjanje soli i ostalih tvari koje sluze kao stabilizatori proteina u
otopini (tenzidi, polioli i Seceri).

Uzorak ¢imbenika rasta granulocitnih kolonija nanesen je na membranu (100 ul) i
centrifugiran 30 minuta pri 2300 x g. Proteini na membrani isprani su vodom (volumenom
koji odgovara volumenu uzorka) te centrifugirani uzastopno tri puta po 30 minuta pri
2300 x g. Naposljetku je membrana okrenuta i centrifugirana 5 minuta pri 800 x g. Eluat koji
sadrzava prociS¢ene proteine razrijeden je vodom do Zeljenog volumena, tj. koncentracije
proteina. Prije analize spektrometrijom masa MALDI-TOF/TOF, 1 pl otopine peptida
pomijesan je s 9 ul matrice CHCA.

3.4. Priprava potencijalnih inicijatora fragmentacije

3.4.1. Priprava sulfatnih spojeva

Amonijev sulfat pripravljen je u koncentraciji 1 i 0,5 mol I otapanjem u vodi. Amonijev

persulfat pripravljen je u koncentraciji 0,5; 0,1 i 0,03 mol I'* otapanjem u vodi.

U svrhu ispitivanja poboljsane fragmentacije pripravljene su otopine derivata sulfonske

kiseline u koncentraciji od 10, 5, 1 i 0,5 mg ml™ u odgovaraju¢em otapalu (acetonitril ili
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vodena otopina acetonitrila u volumnom udjelu 80%). Zbog zanemarive topljivosti u vodi,
2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina, benzaldehid-3,4-disulfonska kiselina, 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonil-klorid, 3,5-di-tert-butilbenzensulfon, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamid,
3,5-di-tert-butilbenzensulfonska kiselina, (3,5-di-tert-butilfenil)-(4-tert-butilfenil)-sulfon, di-
(4-tert-butilfenil)-sulfonamid, p-tert-butilbenzensulfonil-klorid, 4-tert-butilbenzensulfonamid,
4-tert-butilbenzensulfonil-klorid, (4-tert-butilfenil)-fenil-sulfon, otopljeni su u acetonitrilu.
Budu¢i da spoj (3,5-di-tert-butilfenil)-(4-tert-butilfenil)-sulfon nije bio topljiv u acetonitrilu,

kao niusmjesi acetonitrila i vode, nije bio koristen u daljnjim analizama.

3.4.2. Priprava inicijatora radikala

Inicijatori nastanka radikala takoder su koriSteni kao moguci inicijatori fragmentacije
peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa MALDI. Radi niske temperature homoliticke
razgradnje pri ¢emu nastaju radikali, navedeni spojevi izrazito su reaktivni.

Ispitan je utjecaj inicijatora radikala pripravljenih u Cetiri razli¢ite koncentracije: 10, 5,
1i 05 mg ml™*. Kao inicijatori radikala koristeni su peroksidi (urea peroksid i benzoil
peroksid), nitrilni spoj (azobisizobutironitril), keton (benzofenon) te alkil-halogenid (tritil-
klorid). Urea peroksid otopljena je u vodi. Zbog zanemarive topljivosti u vodi, preostali
inicijatori radikala: benzoil peroksid, azobisizobutironitril, benzofenon i tritil-klorid otopljeni
su u acetonitrilu.

Djelovanje azobisizobutironitrila i benzofenona na fragmentaciju peptidnih iona
ispitano je i u kombinaciji s amonijevim persulfatom.

Trifenilmetil-klorid je za fragmentacijske studije, osim otapanjem u acetonitrilu,
pripravljen i aktivacijom cinkom. U 1 ml otopine trifenilmetil-klorida (koncentracije

10 mg ml™) dodana je granula cinka te je nakon 1 minute uklonjena iz otopine.
3.4.3. Sinteza aceton peroksida

Aceton peroksid sintetiziran je mijeSanjem 3,5 ml acetona i 6,5 ml vodikovog peroksida
(30 %, w/v). Smjesa je hladena na 4 °C u hladnjaku 4 sata, nakon cega je u smjesu dodano
3,5 ml koncentrirane klorovodi¢ne kiseline. Nakon laganog mijeSanja 1 hladenja smjese na

4 °C, nakon 1 sat nastali su bijeli kristali aceton peroksida koji su profiltrirani, osuseni i
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¢uvani na 4 °C u hladnjaku do daljnje analize. Dobiveni spoj je eksplozivan u koli¢inama od
nekoliko grama, zbog ¢ega je bilo potrebno oprezno rukovanje.
Kristali aceton peroksida dodani su direktno na uzorak na MALDI-ploc¢ici bez

prethodnog otapanja, kao i otopljeni u acetonitrilu te smjesi acetonitrila i vode (1:1, v/v).

3.5. NanosSenje uzoraka na MALDI-plocicu

U svrhu ispitivanja ucinka potencijalnih inicijatora fragmentacije na fragmentaciju peptidnih
iona u izvoru iona, pronalazenja optimalne koncentracije i nacina priprave uzorka, otopine
inicijatora fragmentacije nanesene su na MALDI-plo¢icu razli¢itim tehnikama; tzv. suha
kapljica, tehnikom temeljenom na brzom isparavanju otapala te direktnom pripremom na
MALDI-plo¢ici. Za fragmentaciju su koriSteni peptidi pripravljeni s matricom na nacin opisan
u odjeljku 3.3. Priprava peptida za ispitivanje ucinka poboljsanja fragmentacije.

Uzorci peptida za fragmentacijske studije pripravljeni su mijeSanjem matrice CHCA,
peptida i inicijatora fragmentacije ispitivane koncentracije (10, 5, 1 i 0,5 mg ml™) u
odredenom omjeru. Volumen od 1 pul smjese nanesen je na MALDI-plocicu i ostavljen da se
osusi.

Nadalje, otopina inicijatora fragmentacije odgovarajuc¢e koncentracije pomijeSana je sa
smjesom peptida i matrice CHCA u volumnom omjeru 1:1 te je 1 pl nanesen na MALDI-
plocicu 1 ostavljen da se osuSi. Na osuSeni uzorak na plocici naneseno je 0,5 pl otopine
inicijatora fragmentacije pripravljene u koncentracijama od 10, 5, 1 i 0,5 mg ml™ te osuseno.

Osim navedenog, uzorci su pripravljeni i mijeSanjem svih komponenti na MALDI-
plocici. Volumen od 1 pl smjese peptida i matrice CHCA pomijesanih u volumnom omjeru
1:1 nanesen je na plo¢icu. Na smjesu je odmah (prije suSenja) dodano 0,5 ul otopine
inicijatora fragmentacije pripravljene u koncentracijama od 0, 5, 1 i 0,5 mg ml™ te osugeno na
MALDI-plo¢ici.

Jedina iznimka od spomenutih nacina priprave bila je pri koristenju aceton peroksida,
koji je osim navedenim tehnikama, pripravljen i nanosenjem vrlo male koli¢ine kristali¢a na

ve¢ osuSenu smjesu peptida 1 matrice (1 pl) na MALDI-plocici.
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3.6. Kemijsko obiljeZavanje peptida benzaldehid-2,4-disulfonskom
kiselinom i benzaldehid-3,4-disulfonskom kiselinom

Provedena je sulfonacija triptickih peptida nastalih autolizom tripsina reagensima koji sadrze
dvije sulfo-skupine na polozajima meta-para i ortho-para: benzaldehid-2,4-disulfonskom
kiselinom i benzaldehid-3,4-disulfonskom kiselinom. Navedeni reagensi se pri kiselom pH
selektivno vezu na N-kraj peptida. Time je omogucena selektivna detekcija obiljeZenih iona
produkata tehnikom tandemne spektrometrije masa uz negativnu ionizaciju.

Peptidi dobiveni autolizom tripsina (priprava peptida opisana je u odjeljku 3.3.1.
Autoliza tripsina) pro¢iséeni su tehnikom ZipTip (odjeljak 3.2.2. Procis¢avanje peptida na
koloni tehnikom ZipTip). Nakon suSenja u vakuum centrifugi, talog peptida otopljen je u 5 pul
10 mmol I KH,PO, (pH 4). Otopini peptida dodano je 15 pl derivatizacijskog reagensa koji
sadrzi natrijev cijanoborhidrid koncentracije 4 mg ml™* te reagense benzaldehid-2,4-
disulfonsku kiselinu i benzaldehid-3,4-disulfonsku kiselinu koncentracije 1 mg ml™ otopljene
u fosfatnom puferu (10 mmol I KH,PO, pH 4). Nakon inkubacije na 4 °C preko noéi,
kemijski obiljezeni peptidni uzorci ponovo su prociséeni tehnikom ZipTip radi uklanjanja
soli. Prije analize, osuseni obiljezeni peptidi otopljeni su u 5 ul matrice CHCA te naneseni na
MALDI-plo¢icu (1 pl smjese).

3.7. Analiza uzoraka tehnikom spektrometrije masa MALDI-TOF/TOF

Spektri masa dobiveni su koriste¢i spektrometar masa MALDI-TOF/TOF opremljen laserom
Nd:YAG valne duljine 355 nm, pulsa 3 do 7 ns te frekvencije 200 Hz. Analiza uzoraka
provedena je uz pozitivnu ionizaciju, osim u slucaju kemijski obiljezenih disulfoniranih
spojeva koji su detektirani uz negativnu ionizaciju. Uvjeti instrumentalne analize kontrolirani
su koriste¢i raunalni program 4000 Series Explorer (verzija 3.5.3.). Analiza je provedena
koriste¢i ionsko zrcalo (tzv. reflektron), kao i linearni nacin rada.

Kada je kao analizator koristeno ionsko zrcalo, za svaki je uzorak snimljen spektar
masa pri 1600 pulseva laserom u podru¢ju mjerenja masa prilagodenom masi peptida, fokusu
mase od 1000 Da i vremenu zadrzavanja iona od 500 ns. Tandemni spektri masa dobiveni su
kolizijom induciranom disocijacijom pri energiji od 1 keV uz supresiju iona prekursora. Kao

plin za koliziju u kolizijskoj ¢eliji koristen je dusik. Kalibracija spektrometra masa provedena
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je prije analize uzoraka koristeci vanjske kalibrante teorijskih monoizotopnin masa navedenih

u Tablici 2.

Tablica 2. Molekule koriStene za kalibraciju instrumenta MALDI-TOF/TOF uz koristenje
ionskog zrcala tijekom MS-analize i MS/MS-analize.

Spoj/ peptid Molekulska formula Teorijska monoizo+topna
masa [M+H]

MS-analiza

azitromicin CasH7:N,045 749,5157

tiamin mononitrat CyoH17N,OS 265,1118
VATVSLPR* C37HgsN11011 842,5094
LGEHNIDVLEGNEQFINAAK™* CosH152N27033 2211,1040
APVLSDSSCK/SSYPGQITGNMICVGFLEGGK* C135H518N35045S3 3161,4957

Peptidni ion lon fragment Teorijska monoizotopna
masa

MS/MS-analiza— ion prekursor: LGEHNIDVLEGNEQFINAAK (m/z 2211,1040)

H imonijev ion 110,0720

LGEHN bs 551,2580

LGEHNIDVLEG by;-H,0O 1159,5750

LGEHNIDVLEGNEQF bis 1695,7980

* fragment autolize tripsina

U linearnom nacinu rada spektri su snimljeni pri 1600 pulseva laserom u podrucju

mjerenja masa optimalnom za pojedini peptid, fokusom mase 2000 Da i vremenom

zadrzavanja 500 ns. Za kalibraciju su koriSteni peptidi navedeni u Tablici 3.

Tablica 3. Peptidi koriSteni za kalibraciju instrumenta MALDI-TOF/TOF u linearnom naéinu

rada.

Peptid Molekulska formula Teorijska monoizo}opna
masa [M+H]

ACTH fragment 18-39 C112H166N270136 2456,1989

inzulin C254H378N65O7536 5734,51*

apomioglobin Cre9H1213N2100218S5 16952,27*

*prosjetna masa
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3.8. Racunalna obrada podataka dobivenih spektrometrijom masa

Obrada dobivenih spektara masa provedna je ra¢unalnim programom Data Explorer (verzija
4.9, Applied Biosystems), koji je takoder koriSten za izracun teorijske monoizotopne i
prosjecne mase. Elementni sastava peptida, kao i fragmentacija peptida in silico je odredeni su
pomocu alata za analizu peptida i proteina ProteinProspector (verzija 5.10.11, racunalni
programi: MS-Digest i MS-Product) dostupnog na
http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm. Za crtanje struktura koristen je racunalni
program MLD/ ISIS™/ Draw (verzija 2.5).
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§ 4. REZULTATI

4.1. Odabir peptida

U svrhu istrazivanja fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa MALDI-
TOF/TOF izabrani su peptidi razli¢itih svojstava, ukljucuju¢i gradu (sastav aminokiselina),
broj aminokiselina (tj. molekulsku masu) ili modifikacije (C-kraja i N-kraja, intermolekulske i
intramolekulske disulfidne veze). U istrazivanju su koristeni peptidi ACTH, daptomicin,
enfuvirtid, eksenatid, inzulin te rHuG-CSF. Uzorci peptida koji su sadrzavali nusprodukte
sinteze (daptomicin, enfuvirtid, eksenatid) te stabilizatore poput Secera ili poliolnih alkohola
(rHuG-CSF), prociséeni su tehnikom ZipTip. Proc¢is¢avanje je detaljnije opisano u odjeljku
3.3.2. Procis¢avanje peptida na koloni tehnikom ZipTip. Nakon ispiranja navedenih
oneciScenja s punila u pipethom nastavku, peptidi su eluirani smjesom acetonitrila i vodene
otopine TFA. Prilikom analize proteina rHUG-CSF uoc¢eno je da prociS¢avanje tehnikom
ZipTip nije bilo dostatno, jer su spektrometrijom masa detektirani ioni polimerne izotopne
raspodjele s porastom mase za A m/z 44. Uoceni polimer odgovara polisorbatu, koji nije bio u
potpunosti uklonjen s punila prije eluiranja proteina. Stoga je rHUG-CSF najprije procis¢en
tehnikom membranske filtracije uz koriStenje membrane veli¢ine pora 10 kDa te prociS¢eno
tehnikom ZipTip.

Da bi se istraZio utjecaj inicijatora fragmentacije na nastanak fragmenata peptidnih
iona u izvoru iona, bilo je potrebno odrediti optimalnu koli¢inu intaktnog peptida koji se
uvodi u spektrometar masa. Za svaki pojedini peptid ispitan je niz koncentracija, pri ¢emu je
za pripravu uzoraka koristena matrica CHCA. Ukoliko je na ploc¢icu bila nanesena prevelika
koli¢ina peptida, pozitivni ucinak poboljSane fragmentacije nakon dodatka inicijatora
fragmentacije je izostao. U tom sluc¢aju, ioni produkti nastali u izvoru iona tijekom MS-
analize bez dodatka inicijatora fragmentacije preuzimaju veéi dio protona potrebnih za
nastajanje veceg broja fragmenata, pa je konacan ishod uvelike smanjeni broj fragmenata u
odnosu na optimalan odabir koncentracije uz dodatak inicijatora fragmentacije. Nakon
eksperimentalnog utvrdivanja optimalne koli¢ine pojedinog peptida (Tablica 4) obzirom na
relativni intenzitet molekulskog iona (reda veliine 10%), pristupljeno je daljnjim pokusima

poboljsanja fragmentacije.
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Tablica 4. Optimalne mase peptida/proteina na MALDI-plo¢ici.

Peptid/ protein Masa na plo¢ici/ pg Peptid/ protein Masa na plocici/ pg
ACTH 0,03 eksenatid 0,04
daptomicin 0,05 inzulin 0,05
enfuvirtid 0,05 rHuG-CSF 0,10

4.2. Utjecaj dodatka sulfatnih soli i derivata benzensulfonske kiseline na
fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa
MALDI-TOF/TOF

4.2.1. Utjecaj dodatka amonijevog sulfata i amonijevog persulfata na fragmentaciju
peptidnih iona

Prema literaturnim referencijama dokazano je da dodatak amonijevog sulfata (AS) u
velikim koli¢inama (3 mol I™) povoljno utjede na fragmentaciju.®® Literaturni navod je
eksperimentalno provjeren koriste¢i peptid ACTH, no navedeni povoljan ucinak na
poboljsanu fragmentaciju uogen je veé¢ nakon dodatka 500 mmol It AS. Tijekom priprave
uzorka uocena je razlika u kristalizaciji matrice s i bez dodatka amonijevog sulfata (Slika 16).
Dok su kristali matrice i peptida vrlo sitni i homogeni (Slika 16 a), dodatkom amonijevog
sulfata dolazi do naruSavanja kristalizacije (Slika 16 b), §to ne utjeCe na rezultat analize.
Optimalna ionizacija peptida nakon dodatka amonijevog sulfata, kao i fragmentacija peptidnih
iona u izvoru iona postignuta je pojatanjem laserske snage u odnosu na analizu bez dodatka

amonijevog sulfata.

Slika 16. Prikaz razlika u kristalizaciji matrice CHCA ovisno o dodanoj koli¢ini inicijatora
fragmentacije: (a) smjesa peptida i matrice, (b) dodatak 500 mmol I amonijevog sulfata
smjesi peptida i matrice, (c) dodatak 30 mmol I amonijevog persulfata smjesi peptida i
matrice.
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Slijedom dobivenih rezultata ispitan je potencijalni u¢inak amonijeve soli koja nije
opisana u literaturi, amonijevog persulfata (APS), na fragmentaciju peptidnih iona prije
ekstrakcije u analizator masa (u izvoru iona) spektrometra masa MALDI-TOF/TOF. U
pokusima su koristeni peptidi: ACTH, daptomicin, inzulin te protein rHUG-CSF. Amonijev
persulfat otopljen je u vodi u razli¢itim koncentracijama (od 3 mol I do 3 mmol I). Priprava
uzorka prije analize spektrometrijom masa sastojala se od dodatka otopine soli u smjesu
uzorka i matrice te nano$enja na plo¢icu. Nadalje, otopina amonijevog persulfata nanesena je
na otopinu peptida i matrice na plocici te ostavljena da molekule kristaliziraju zajedno S
matricom. Postupak je detaljnije opisan u odjeljku 3.5. Nanosenje uzorka na MALDI-plocicu.
Koncentracija od 30 mmol I amonijevog persulfata pokazala se optimalnom za nastanak
vece koli¢ine iona produkata u prvom stupnju MS-analize. Takoder je zamijeceno da dodatak
navedene koli¢ine amonijevog persulfata ne utje¢e na Kristalizaciju smjese peptida i matrice
(Slika 16 c). Sa stanovista povecanja fragmentacije, odnosno ukupne koli¢ine iona u izvoru
iona, ustanovljeno je da priprava koja ukljucuje naknadno nanosenje amonijevog persulfata i
rekristalizaciju svih sastojaka smjese na plocici povoljnije utjeCe na nastanak veceg broja
iona.

Spektri masa peptida ACTH prije (Slika 17 a) te poslije dodatka amonijevog persulfata
(Slika 17 b) i amonijevog sulfata (Slika 17 c) usporedeni su s tandemnim spektrom masa
ACTH (ion prekursor m/z 2465,2; Slika 17 d). Razlike u fragmentaciji peptida su najocitije

upravo u prikazanom rasponu masa od 550 Da do 2000 Da.
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Slika 17. MALDI-TOF/TOF spektar masa peptida ACTH s ionima produktima prikazanim u
Tablici 5: (a) bez dodatka APS ili AS, (b) uz dodatak 30 mmol I APS (c) uz dodatak 500
mmol I AS i (d) spektar masa iona produkata intaktnog peptida ACTH (ion prekursor m/z
2465,2).

Iz prilozenih spektara vidljivo je da fragmentacijski profili ACTH ovisi o dodatku
amonijevih soli. Spektri se razlikuju po broju i vrsti nastalih iona te relativnim intenzitetima
novonastalih iona. Uzimajuéi u obzir ione nastale fragmentacijom peptidnog iona ACTH
(izuzevsi ione matrice) U izvoru iona u prvom stupnju MS-analize detektirano je 28 iona
fragmenata bez dodatka sulfatnih soli, 33 s dodatkom amonijevog sulfata te 37 iona

fragmenata uz dodatak amonijevog persulfata (Tablica 5).
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Tablica 5. Usporedba intenziteta fragmenata peptida ACTH nastalih u izvoru iona.
Pripadajuci spektri prikazani su na Slici 17 a-c, pri ¢emu su usporedeni Spektri uzoraka bez
dodatka inicijatora fragmentacije, kao i s dodatkom 500 mmol I"* AS ili 30 mmol I APS.

S/N
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragmentni Bez Dodan Dodan
fon dodatka

inicijatora AS APS

580.38 RPVKV b5 ND 21.65 7.21
652.35 FPLEF y5 11.98 21.28 59.48
715.46 RPVKVY a6 31.34 75.17 66.92
743.46 RPVKVY b6 17.13 39.76 29.07
761.17 GAEDESAE-CO IF-28 9.22 8.17 19.94
781.22 PVKVYPN-NH; IF-17 6.99 ND 10.47
857.51 RPVKVYP c7 27.04 55.89 111.26
883.51 RPVKVYPN d-a8 ND 7.21 18.26
926.57 RPVKVYPN a8 10.79 24.52 55.97
954.52 RPVKVYPN b8 20.81 28.47 79.07
971.56 RPVKVYPN c8 44.75 54.30 212.81
1011.59 RPVKVYPNG b9 ND 11.83 23.28
1029.57 AEDESAEAFP-H,0 IF-18 35.92 42.14 145.24
1054.56 RPVKVYPNGA alo 16.08 25.11 68.66
1183.63 RPVKVYPNGAE all 14.19 7.84 61.69
1211.63 RPVKVYPNGAE b1l 18.30 32.64 66.36
1228.66 RPVKVYPNGAE cl1 4253 64.05 113.28
1254.62 DESAEAFPLEF yll 12.62 34.72 63.96
1282.60 PVKVYPNGAEDE-NH; IF-17 ND ND 11.44
1309.66 RPVKVYPNGAED-NH; b12-17 ND 15.90 12.25
1326.69 RPVKVYPNGAED b12 50.29 180.16 278.54
1427.72 RPVKVYPNGAEDE al3 6.85 14.32 39.56
1455.76 RPVKVYPNGAEDE b13 19.12 19.35 59.81
1514.74 RPVKVYPNGAEDES al4 11.20 14.19 33.70
1543.75 VKVYPNGAEDESAEA-NH; IF 7.66 10.28 17.78
1585.76 PVKVYPNGAEDESAE IF 11.36 28.70 49.08
1613.80 RPVKVYPNGAEDESA b15 10.61 10.08 15.03
1714.84 RPVKVYPNGAEDESAE al6 15.47 24.23 53.10
1742.81 RPVKVYPNGAEDESAE b16 30.63 38.11 92.30

1768.92 RPVKVYPNGAEDESAEA al7 ND 9.12 9.15
1785.91 RPVKVYPNGAEDESAEA-NH; al7-17 9.82 13.94 36.92

1796.77 RPVKVYPNGAEDESAEA-NH; b17-17 ND ND 7.35
1814.90 RPVKVYPNGAEDESAEA b17 12.38 15.57 47.42
1915.61 RPVKVYPNGAEDESAEAF-NH; als-17 ND 6.68 10.24
1933.07 RPVKVYPNGAEDESAEAF al8 15.41 40.94 104.45
1943.92 RPVKVYPNGAEDESAEAF-NH; b18-17 ND ND 10.75
1960.94 RPVKVYPNGAEDESAEAF b18 48.58 33.60 119.42
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 37) 28/37 33/37 37/37

SIN — omjer visine signala i kemijskog Suma, ND — nije detektiran, IF — interni fragment

Anita Horvatié¢

Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 46

Povecanje broja iona produkata nastalih u prvom stupnju MS-analize uslijed dodatka
amonijevih soli praceno je smanjenjem tzv. kemijskog Suma, tj. povecanjem omjera signala i
Suma (S/N) za postojece fragmente, pri ¢emu su ioni najveceg omjera S/N detektirani u slucaju
dodatka amonijevog persulfata. Novonastali fragmenti nakon dodatka inicijatora
fragmentacije odnose se na ione a- i b-serije (b5, b9, b12-17, al7, al8-17, b18-17), te interne
fragmente. Povecanje intenziteta signala uoceno je za ione c-, b- i a-serije (c7, c8, c11, c18,
b12 i al8; Tablica 5 i Slika 18), ¢iji omjer signala i Suma S/N > 100 omogucava daljnju

fragmentaciju navedenih iona koriste¢i CID u drugom stupnju MS-analize (pseudo MS?).

400

—a— bez dodatka inicijatora fragme ntacije
—e— AS

|—— APS

100

Broj fragmenta

Slika 18. Graficki prikaz podataka dobivenih usporedbom intenziteta fragmenata peptida
ACTH prema Tablici 5. Zelenom bojom su oznaceni intenzitet iona produkata nastalih u
izvoru iona dodatkom inicijatora fragmentacije (APS) koji su prelazili prag S/N koji je
neophodan za uspjesan drugi stupanj MS-analize (pseudo MS?).

Ucinak povecanja intenziteta signala te nastanak novih iona fragmenata kod peptida
koji ima linearni slijed aminokiselina bez posttranslacijskih modifikacija nije izostao.
Medutim, mnostvo peptida nema linearni slijed aminokiselina, a poznato je iz literature da
slijed amino kiselina u peptidu kao i posttranslacijske modifikacije utjeCu na uspjesnost
fragmentacije.® 1z navedenih razloga ispitan je u¢inak amonijevog persulfata na fragmentaciju
ciklickog lipopeptida daptomicina. U analizi je koriStena vodena otopina amonijevog
persulfata koncentracije 30 mmol I, koja je nanesena na otopinu matrice i peptida na
MALDI-ploc¢ici, kao §to je prethodno opisano (3.5. Nanosenje uzorka na MALDI-plocicu).
Spektar masa peptida nakon dodatka amonijevog persulfata (Slika 18 b) ukazuje na znatno

povecanje intenziteta signala iona produkata nastalih fragmentacijom iona daptomicina u
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izvoru iona u odnosu na stupanj fragmentacije iona daptomicina bez dodatka amonijevog
persulfata (Slika 19 a). Strukture iona produkata nastalih fragmentacijom daptomicina
prikazane su u Tablici D1 u Dodataku. Usporedbom spektara masa daptomicina prikazanih na
Slici 19 i u Tablici 6, ustanovljeno je da je nastalo Sest iona koji ne nastaju fragmentacijom
daptomicina u izvoru iona bez dodatka amonijevog persulfata u prvom stupnju MS-analize.
Nastali ioni pripadaju internim fragmentima, kao i ionima X-, y- i b-serije iona. Zamijecen je
znatan porast intenziteta signala iona b- i y-serije te y-serije iona uz gubitak molekule vode
(y-18; ioni produkti mase m/z 1262, m/z 1148 i m/z 1033). Nastanak iona produkata mase
m/z 1077 1 m/z 1336 karakteristiCan je samo za fragmentaciju uz dodatak amonijevog
persulfata, jer navedeni ioni nisu prisutni ukoliko se za fragmentaciju koristi kolizijska ¢elija,
tj. CID (Slika 20). Uzimajuc¢i u obzir omjer signala i Suma kao kriterij (S/N > 100) odabira
pogodnog iona prekursora za daljnju analizu, u sluaju iona nastalih fragmentacijom
daptomicina bez inicijatora fragmentacije u izvoru iona moguce je dodatno fragmentirati
samo jedan ion produkt u drugom stupnju MS-analize koriste¢i CID (pseudo MS®). Medutim,
nakon dodatka amonijevog persulfata uz postivanje jednakih kriterija koji su pogodni za drugi

stupanj analize broj iona pogodnih za pseudo MS? fragmentaciju raste na etrnaest.
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Slika 19. MALDI-TOF spektar masa daptomicina (a) prije dodatka amonijevog persulfata; (b)
poboljsani spektar masa iona produkata nastalih cijepanjem daptomicina nakon dodatka 30
mmol I* amonijevog persulfata. Brojevi oznacavaju strukture iona produkata prikazanih u
Tablici D1 u Dodatku.
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Tablica 6. Usporedba intenziteta fragmenata daptomicina nastalih u izvoru iona prije i nakon
dodatka 30 mmol It APS. Pripadaju¢i spektri prikazani su na Slici 19, a strukture iona
produkata (oznacene brojevima) u Tablici D1 u Dodatku.

S/IN
m/z Fragment peptidnog iona daptomicina Frag_mentnl Bez Dodan
ion dodatka
inicijatora APS
1505,6755 2 IF ND 39,35
1491,6598 3 30,58 121,17
1466,5818 5 12,02 185,97
1449,5553 6 z 38,85 173,05
1336,5288 7 IF 58,91 105,17
1306,4829 8 17,31 108,26
1280,5026 9 y 130,52 1361,06
1262,4926 9-H,0 y-18 34,49 199,84
1166,5495 10 y 52,63 851,78
1148,5395 10-H,0 y-18 17,32 147,36
1077,4130 11 X ND 47,11
1051,4326 12 y 49,14 888,42
1033,4226 12-H,0 y-18 29,89 724,83
979,3799 13 b ND 13,76
968,3956 14 y ND 267,52
957,4646 15 b ND 101,07
911,3741 17 y ND 112,30
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 17) 11/17 17/17
S/N — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran
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Slika 20. MALDI-TOF/TOF spektar masa iona produkata nastalog cijepanjem daptomicina
(ion prekursor m/z 1620; struktura prikazana na spektru) dobiven uz upotrebu CID. Brojevima
su oznacene strukture iona fragmenata prikazane u Tablici D1 u Dodatku.
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U svrhu ispitivanja utjecaja amonijevog persulfata na fragmentaciju sintetskog peptida
s linearnim slijedom amino kiselina koji sadrzi kemijski modificirane N-krajeve i C-krajeve
(amidacija i acetilacija). Kao modelni peptid koristen je farmaceutski peptid enfuvirtid.
Vodena otopina amonijevog persulfata koncentracije 30 mmol I nanesena je na otopinu
matrice i peptida na MALDI-plo¢ici, kao i u prethodnim pokusima. Snimljeni su spektri masa
peptida sa i bez amonijevog persulfata (Slika 21).
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Slika 21. MALDI-TOF spektar masa enfuvirtida s oznacenim ionima produktima (a) bez
dodatka APS (b) s dodatkom 30 mol I* APS. Nakon dodatka APS nastala su 64 nova
fragmentna iona, od kojih je 17 dodatno fragmentirano tandemnom spektrometrijom masa
(pseudo MS?).%8

Spektri masa prikazani na Slici 21 upuéuju na znatno poboljSanje fragmentacije iona
enfuvirtida u izvoru iona dodatkom amonijevog persulfata, koje se ocituje u povecanju broja
iona produkata nastalih u prvom stupnju MS-analize te poveéanju intenziteta postoje¢ih
fragmenata, ¢iji je intenzitet bez dodatka amonijevog persulfata bio na razini Suma. Nastali
ioni pripadaju ionima b- i y-serije te internim fragmentima.

Uslijed djelovanja amonijevog persulfata u plinovitom stanju tijekom MS-analize
nastalo je 64 fragmenta visokog relativnog intenziteta, od kojih 14 % pripada ionima b-serije,
16 % ionima y-serije te ostatak ionima nastalim internom fragmentacijom intaktnog

peptidnog iona (Slika 22). Obzirom na omjer S/N i relativni intenzitet, 17 nastalih iona
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pogodno je za daljnju fragmentaciju tandemnom spektrometrijom masa uz primjenu CID
(fragmentni ioni oznaceni na Slici 21 b uz pripadajuéi slijed aminokiselina). Sljedovi
aminokiselina svih identificiranih fragmentnih iona nastalih u izvoru iona zajedno s relativnim

intenzitetima detaljno su opisani u literaturi.®

14%

16%

70%

M ioni serije b
M ioni serije y

Ukupan broj iona fragmenata: 64 interni fragmenti

Slika 22. Raspodjela vrsta nastalih fragmentnih iona nakon fragmentacije enfuvirtida uslijed
djelovanja APS-a u izvoru iona.

Dodatak amonijevog persulfata kao inicijatora fragmentacije ima i svojih ogranicenja.
PoboljSanje fragmentacije peptidnih iona uz dodatak amonijevog persulfata ispitano je kod
eksenatida, linearnog peptida s modificiranim N-krajom (acetilacija), no nije zamijeéena
znacajnija razlika izmedu spektara masa u prvom stupnju MS-analize s i bez dodatka
amonijevog persulfata. Osim toga, amonijev persulfat takoder nije utjecao na poboljSanje
fragmentacije inzulina, peptida kojem su dva lanca povezana s dvije disulfidne veze.
Pazljivom usporedbom spektara masa nisu detektirani novi ioni peptidnih fragmenata nastali
fragmentacijom inzulina u izvoru iona spektrometra masa uslijed djelovanja amonijevog
persulfata. No, ioni istog omjera mase i naboja prisutni u oba spektra masa imali su manji
intenzitet ukoliko je koriSten amonijev persulfat. Ograni¢enja djelovanja amonijevog
persulfata vezana su uz veli¢inu proteina ili peptida te nepovoljnom slijedu amino kiselina
koji kod ionizacije sprjecava nastanak fragmenata, pa sulfatni inicijatori fragmentacije ne
pospjesuju cijepanje peptidne veze.

Fragmentacija proteina rHuG-CSF koji sadrzi dvije intramolekulske disulfidne veze
pracena je u linearnom nacinu rada spektrometra masa (raspon masa od 2 kDa do 25 kDa),

kao i uz koristenje ionskog zrcala (raspon masa od 1 kDa do 8 kDa). U linearnom nacinu rada
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detektirani su ioni 18,8 kDa, $to odgovara intaktnom ionu rHuG-CSF te ioni 9 kDa
(dvostruko protonirani ion rHUG-CSF). Obje detektirane vrste iona bile su slabog intenziteta i
lose simetrije signala. Dodatak amonijevog pesulfata je suprimirao ionizaciju, jer nijedan od
navedenih iona (jednostruko i dvostruko protonirani ion rHuG-CSF) nije bio vidljiv na
spektru masa nakon dodatka amonijevog persulfata. Koristeé¢i ionsko zrcalo, nisu zamijeéene
razlike u spektrima masa s i bez inicijatora fragmentacije, tj. nisu uoc¢eni manji fragmenti

proteinskog iona (raspon masa od 1 kDa do 8 kDa).
4.2.2. Utjecaj derivata benzensulfonske kiseline na fragmentaciju peptidnih iona

Radi utvrdivanja utjecaja spojeva koji sadrze sulfo-skupinu na fragmentaciju peptidnih iona u
izvoru iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF ispitana je grupa derivata benzensulfonske
kiseline (Tablica 7).

Tablica 7. Potencijalni inicijatori fragmentacije peptidnih iona uz navedene peptide i proteine
na kojima je uocen ili izostao ucinak poboljSanja fragmentacije.

Struktura i Masena koncentracija/ mg ml™
kemijsko ime inicijatora fragmentacije 10 5 1 0.5

NO,
0
O,N ﬁ*OH ACTH - - -
(0]
NO,

2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina

OH
/
O

OQS:
i
ﬁ*OH _ _ _ _
Oox o)

benzaldehid-3,4-disulfonska kiselina

o

(0]

I_NH2 ) ) ) )

O

4-tert-butilbenzensulfonamid

n=0

—Cl

O

4-tert-butilbenzensulfonil-klorid
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Tablica 7. Nastavak s prethodne stranice.

Struktura i Masena koncentracija/ mg ml™
kemijsko ime inicijatora fragmentacije 10 5 1 0.5

(4-tert-butilfenil)-fenil-sulfon

>( C T 0 C /
S—N—S
I H 1 - - - -

@)

di-(4-tert-butilfenil)-sulfonamid

3,5-di-tert-butilbenzensulfonska kiselina

o daptomicin
g NH daptomicin I’I'ﬁ.l%TESF daptomicin
I 2 ACTH i ACTH -
o) (visestruko
protonirani ioni)

3,5-di-tert-butilbenzensulfonamid

o
I

@SC daptomicin daptomicin _ _
o

3,5-di-tert-butilbenzensulfonil-klorid

n=0

daptomicin
ACTH
@ rHUG-CSF daptomicin
\ (visestruko ACTH - -
0 protonirani ioni)

(3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfon

Nije uocen ucinak poboljanja fragmentacije.

Potencijalni inicijatori fragmentacije pripavljeni su u Cetiri razlic¢ite koncentracije, kao §to je
opisano u odjeljku 3.4.1. Priprava sulfatnih spojeva. Obzirom na relativno slabu topljivost
navedenih inicijatora fragmentacije u koriStenim otapalima, najveca ispitana koncentracija
bila je 10 mg mlI™. Za fragmentacijske studije koristeni su peptidi ACTH, daptomicin, inzulin
te protein rHuUG-CSF.
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Ucinak ispitanih potencijalnih inicijatora fragmentacije na fragmentaciju peptidnih
iona u plinovitoj fazi u izvoru iona prikazan je u Tablici 7. Od 10 ispitanih derivata
benzensulfonske kiseline, Sest njih nije pokazivalo znacajniji ucinak poboljsanja
fragmentacije niti u jednoj od pripravljenih koncentracija: benzaldehid-3,4-disulfonska
kiselina 3,5-di-tert-butilbenzensulfonska kiselina, 4-tert-butilbenzensulfonamid, di-(4-tert-
butilfenil)-sulfonamid, 4-tert-butilbenzensulfonil-klorid i  (4-tert-butilfenil)-fenil-sulfon.
Navedeni spojevi suprimirali su ionizaciju pri vis§im koncentracijama reagensa (10 i
5 mg ml™Y), dok su pri koncentracijama 1 i 0,5 mg ml™* spektri masa obzirom na
fragmentacijski profil bili gotovo identi¢ni referentnim spektrima masa peptida bez dodatka
derivata sulfonske kiseline.

Utjecaj 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline (TNBS) na fragmentaciju peptidnih iona
u izvoru iona ispitan je na peptidu ACTH. Uzorci za analizu pripravljeni su na nekoliko
nacina. Otopina peptida i matrice pomijesana je s TNBS i nanesena na MALDI-plocicu.
Nadalje, otopina TNBS-a dodana je otopini peptida i matrice prethodno nanesenoj na plo¢icu
prije suSenja te nakon suSenja na plocici (u dva odvojena eksperimenta). Samo najviSa
ispitana koncentracija reagensa TNBS (10 mg ml™) nanesena na otopinu peptida i matrice uz
kristalizaciju svih sastojaka smjese pokazala je u€inak poboljSanja fragmentacije peptidnih
iona u izvoru iona. lako je kristalizacija matrice i peptida ACTH bila naruSena (kristali nisu
bili homogeni kao kod smjese matrice CHCA i ACTH; Slika 23 a i b), ucinak pobolj$anja
fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa nije izostao, ali tek uz pojacanu

lasersku snagu u odnosu na analizu bez dodatka TNBS.

Slika 23. Prikaz razlika u kristalizaciji matrice CHCA ovisno o dodanoj koli¢ini inicijatora
fragmentacije: (a) smjesa peptida i matrice, (b) dodatak 10 mg mlt 2,4,6-
trinitrobenzensulfonske kiseline (TNBS) smjesi peptida i matrice.
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Usporedbom spektara masa ACTH s i bez dodatka TNBS uoceno je da dodatak
navedenog reagensa utjeCe na poboljSanje fragmentacije iona ACTH koje je najizrazenije u
rasponu masa od 1200 Da do 2210 Da (Slika 24, Tablica 8). Djelovanjem TNBS nastalo je 15
novih iona produkata u prvom stupnju MS-analize, od kojih je najvise internih fragmenata
detektiranih uz gubitak ugljikova monoksida (-CO, smanjenje mase za 28 Da) ili vode (-H,O,
smanjenje mase za 18 Da), kao i iona b-, c-, a- i y-serije. lako su samo tri detektirana iona
produkta nastala u prvom stupnju MS-analize dovoljnog intenziteta (S/N > 100) za daljnje
analize tandemnom spektrometrijom masa uz upotrebu kolizijsku éeliju (pseudo MS?), bez
dodatka TNBS nije zamijecen niti jedan ion produkt intenziteta dovoljnog za nastanak spektra
masa pseudo MS®.

-]
?
[’
|
g &
L
100 "~
v ]
a
; 3
\efﬂ
‘L“ =
z, % g
g 5 1 q
3 a0 = 1
Ea iges Qigaewgg TR E SR FENH A
w B SEo oFE Eardash ] £ §8 : BRES
; THHENHE IR RN 1)
i [ ) 1685 - () - 7400
] o
o A
§ 4 el g 3 y °)
e & @ ™ i pr}
o g g z ] &
% g PR i o & g
= -9
tEr 0 g3 gk £ 2 3
(e 8§ g4 g i :
: @ [T < a w
=% |28 £¢ 98 g 3 2
- b > w [N} <
R - N > - < ER 2
4 55d &8 iy H:3 o 3 e z
S 233 alig Fop 9% we .3 L E 2% 23 @ z 8
E | g8 Bl g R g% 78 28 hwe Ba a8 ® 2 3% 5 " a.
e RIS R L H R R LR I T T
ull {° g ﬁé'“§§§2 S| ss83f (B Eg zs3f g 8 g = B¢ Engs g
U ;_L:;’.L_L*v:.l.hl—fr—k ':.il.l..fs Egél_. Fallli 312 ] FM{L&%“—“‘

% |

Slika 24. MALDI-TOF spektar masa peptida ACTH s ozna¢enim ionima produktima: (a) bez
dodatka TNBS, (b) nakon dodatka TNBS uz nastajanje osam novih fragmentnih iona, od
kojih je tri dodatno fragmentirano tandemnom spektrometrijom masa (pseudo MS>).

Osim navedenog, ispitivanjem utjecaja TNBS na fragmentaciju inzulina i rHUG-CSF,
uoceno je da TNBS ne utjeée na fragmentaciju navedenog peptida i proteina u izvoru iona. Pri
nizim koncentracijama TNBS u prvom stupnju MS-analize nastaju ioni produkti iste mase kao
1 bez dodatka sulfonske kiseline. U slucaju fragmentacije rHUG-CSF, koja je pracena i u

linearnom nacinu rada (raspon masa od 2 kDa do 25 kDa), doslo je do supresije ionizacije
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koja se o¢itovala u nemogucnosti detekcije jednostruko i dvostruko protoniranih iona proteina

koji su, iako slabog intenziteta, vidljivi bez dodatka TNBS.

Tablica 8. Usporedba intenziteta fragmenata peptida ACTH nastalih u izvoru iona bez
dodatka inicijatora fragmentacije i s dodatkom TNBS (10 mg ml™). Pripadaju¢i spektri masa
prikazani su na Slici 24.

SIN

m/z Fragment peptidnog iona Frag_mentni Bez Dodan
fon dodatka

inicijatora TNBS
1254,6953 RPVKVYPNGAED d-al2 ND 63,76
1287,5488 PNGAEDESAEAFP-CO IF-28 35,63 260,16
1315,5437 PNGAEDESAEAFP IF ND 30,41
1326,6801 RPVKVYPNGAED b12 21,43 23,18
1335,6467 ESAEAFPLEFLE-CO IF-28 ND 259,31
1342,6274 VKVYPNGAEDESA-H,0 IF-18 ND 40,14
1443,6387 KVYPNGAEDESAEA-H,0 IF-18 ND 75,50
1471,6700 VKVYPNGAEDESAE-H,0 IF-18 ND 124,98
1475,6325 GAEDESAEAFPLEF-H,O IF-18 77,30 62,23
1549,7057 AEDESAEAFPLEFL IF 57,09 23,61
1579,6911 NGAEDESAEAFPLEF-CO IF-28 ND 62,57
1590,7071 KVYPNGAEDESAEAF-H,0 IF-18 ND 32,34
1613,7918 RPVKVYPNGAEDESA b15 ND 13,17
1630,8184 RPVKVYPNGAEDESA c15 ND 10,12
1742,8344 RPVKVYPNGAEDESAE b16 ND 21,55
1759,861 RPVKVYPNGAEDESAE cl6 15,22 10,61
1849,7915 YPNGAEDESAEAFPLEF-H,0 IF-18 ND 10,95
1932,945 RPVKVYPNGAEDESAEAF al8 10,14 20,93
1960,9399 RPVKVYPNGAEDESAEAF b18 27,89 34,71
2029,9978 RPVKVYPNGAEDESAEAFP al9 ND 17,77
2040,9661 RPVKVYPNGAEDESAEAFP-NH; b19-17 ND 19,67
2066,9706 KVYPNGAEDESAEAFPLEF-CO IF-28 45,47 21,68
2120,9771 KVYPNGAEDESAEAFPLEF y19 ND 12,18
2208,9972 VYPNGAEDESAEAFPLEFLE IF 37,01 13,02
2300,1194 RPVKVYPNGAEDESAEAFPLE b21 13,75 15,05
2366,0823 PVKVYPNGAEDESAEAFPLEF-NH; y21 49,94 21,00
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 26) 11/26 26/26

SIN — omjer visine signala i kemijskog $uma, ND — nije detektiran, IF — interni fragment

Najniza koncentracija preostala tri derivata benzensulfonske kiseline: 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonamida, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonil-klorida i (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-
sulfona, nije imala utjecaj na fragmentaciju peptidnih iona ACTH i daptomicina u izvoru iona.
lako su navedeni spojevi u koncentracijama 5 i 10 mg ml™ omoguéili nastanak veéeg broja
iona produkata uz porast intenziteta njihovih signala, koncentracija 1 mg ml™ sulfonamida se

ipak pokazala optimalnom.
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Ucinak 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida (1 mg ml™) na poboljsanje fragmentacije
peptida ACTH u izvoru iona prikazan je na Slici 25 b, dok su intenziteti nastalih iona
navedeni u Tablici 9. Kod ve¢ postoje¢ih iona produkata (x- i y-serije iona te internih
fragmenata) detektiranih u prvom stupnju MS-analize bez dodatka navedenog inicijatora
fragmentacije, (Slika 25 a) uoceno je povecanje intenziteta signala uslijed dodatka
sulfonamida te nastanak tri satelitna iona d-serije koji nisu prisutni u referentnom uzorku.
Dodatak 3,5-di-tert-butilbenzensulfona koncentracije 5 mg ml™ (Slika 25 c, Tablica 9) u
konacnici nije pospjeSio nastanak veceg broja fragmenta, iako je zamijeéen nastanak

razli¢itih ionskih vrsta (umjesto iona a- 1 b-serije, nastali su interni fragmenti te ioni d-serije).
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Slika 25. MALDI-TOF spektar masa peptida ACTH s ozna¢enim ionima produktima: (a) bez
dodatka inicijatora fragmentacije, (b) nakon dodatka 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida
koncentracije 1 mg ml™ uz nastajanje tri nova fragmenta, (c) nakon dodatka (3,5-di-tert-
butilfenil)-fenil-sulfona koncentracije 5 mg ml™. Nakon dodatka navedenih inicijatora
fragmentacije nastaje isti broj fragmenata kao i bez dodatka inicijatora fragmentacije, ali uz
razli¢it fragmentacijski profil.
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Tablica 9. Usporedba intenziteta fragmenata peptida ACTH nastalih u izvoru iona prije i
nakon dodatka inicijatora fragmentacije 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida (1 mg ml™) i (3,5-
di-tert-butilfenil)-fenil-sulfona (5 mg ml™). Pripadaju¢i spektri prikazani su na Slici 25.

SIN
Dodan 3,5-
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragi?:ntnl Bez dodatka D%?i:rf_’S bL(thii-Itfeerrg-il-
inicijatora butilbenzen- fenil-
sulfonamid sulfon
1211,6531 RPVKVYPNGAE b1l 19,70 45,35 52,13
1228,6797 RPVKVYPNGAE cll 82,30 242,67 156,94
1254,6953 RPVKVYPNGAE dal2 60,99 123,34 115,56
1287,5488 PNGAEDESAEAFP-CO IF-28 17,63 14,87 16,27
1313,5644 NGAEDESAEAFPL-H,0O IF-18 ND ND 10,19
1326,6801 RPVKVYPNGAED b12 139,69 256,43 180,51
1343,7066 RPVKVYPNGAED cl2 32,68 68,06 10,15
1369,7223 RPVKVYPNGAEDE dal3 ND 29,94 19,76
1427,7278 RPVKVYPNGAEDE al3 16,47 31,30 28,98
1455,7227 RPVKVYPNGAEDE b13 32,96 39,67 26,14
1472,7492 RPVKVYPNGAEDE cl3 149,66 72,59 51,65
1489,6805 VKVYPNGAEDESAE IF ND ND 10,51
1514,7598 RPVKVYPNGAEDES ald 13,31 29,40 19,56
1542,7547 RPVKVYPNGAEDES b14 13,01 17,93 8,62
1559,7812 RPVKVYPNGAEDES cl4 79,04 89,83 61,80
1585,7969 RPVKVYPNGAEDESA als 16,34 36,43 30,37
1613,7918 RPVKVYPNGAEDESA b15 12,98 13,71 7,05
1630,8184 RPVKVYPNGAEDESA cl5 49,52 55,46 23,14
1656,834 RPVKVYPNGAEDESAE dal6 7,30 21,96 10,18
1714,8395 RPVKVYPNGAEDESAE alé 13,90 40,72 27,59
1742,8344 RPVKVYPNGAEDESAE b16 27,34 59,61 22,84
1759,861 RPVKVYPNGAEDESAE cl6 72,94 59,41 43,10
1785,8766 RPVKVYPNGAEDESAEA al7 20,76 34,38 13,85
1787,8123 VKVYPNGAEDESAEAFP-NHj; IF-17 10,18 15,11 10,12
1801,8279 KVYPNGAEDESAEAFPL-NH; IF-17 38,60 24,81 19,99
1813,8715 RPVKVYPNGAEDESAEA b17 15,56 18,83 11,54
1830,8981 RPVKVYPNGAEDESAEA cl7 54,09 60,14 40,59
1915,9185 RPVKVYPNGAEDESAEAF-NH; al8-17 74,47 9,10 ND
1932,945 RPVKVYPNGAEDESAEAF al8 38,14 69,39 38,98
1960,9399 RPVKVYPNGAEDESAEAF b18 45,44 54,64 27,72
2029,9978 RPVKVYPNGAEDESAEAFP al9 31,84 13,17 8,31
2046,9655 VKVYPNGAEDESAEAFPLE IF 31,52 16,83 ND
2057,9927 RPVKVYPNGAEDESAEAFP b19 7,48 14,18 ND
2075,0192 RPVKVYPNGAEDESAEAFP cl9 40,48 21,60 21,65
2101,0349 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL da20 ND 12,30 ND
2143,0818 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL a20 11,52 16,94 12,98
2171,0768 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL b20 ND 10,27 ND
2188,1033 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL c20 18,25 18,55 11,10
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 38) 33/38 36/38 33/38

S/N — omjer visine signala i kemijskog Suma, ND — nije detektiran, IF — interni fragment
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U prvom stupnju MS-analize djelovanjem svakog od inicijatora fragmentacije nastala su tri
iona ¢iji je omjer S/N > 100. Navedeni omjer S/N definira pogodnost iona za daljnje
fragmentacijske studije tandemnom spektrometrijom masa (nastanak pseudo MS2).

Derivati  sulfonske  kiseline  3,5-di-tert-butilbenzensulfonamid,  3,5-di-tert-
butilbenzensulfonil-klorid i 3,5-di-tert-butilbenzensulfon poboljsali su fragmentaciju

daptomicina u izvoru iona spektrometra masa, kao $to je prikazano na Slici 26.

1107 9669

a)

16067712

1164 2578 11618872

Intenzitet / %

T

L]

_ O
iy -
N

1060.0497

1076.0311

13065032 08
T 13354530~
14495795 O

FDNI 124 1248 1372 1496 1820

Intenzitet / %

18495718 O

‘&N 1124 1248 13712 1496 1620
ic)
» 9 g i
&
§
2 ;
EI. H O ‘ T
g 72 .(\12 v 008 E 5
= o8 g § g, 3
3 I S D N B N \ % :
g 37 22 \ 8 - E [N g -
Y CL o L s I i Y S e J
Ib.‘ nns e 13708 A 1%18.0
2
:d)
L) a2z
)
3 H
£
# g :
= g
o -Hzo(‘,
g i} -Hzor s | 6 o8
- 5 8 8 te B g e 1§ . g3
i & 5 £ 5 i & i3 3 23
\ g | B o4z JL i g e
"ol e " e L.
R:I o o -ll-;ﬂ.B R -_n;;"z-_- 13712 S 1496 1620

Slika 26. MALDI-TOF spektar masa daptomicina s oznac¢enim ionima produktima: (a) bez
dodatka inicijatora fragmentacije, (b) nakon dodatka 3,5-di-tert-butilbenzensulfonil-klorida
koncentracije 5 mg ml™®, (c) nakon dodatka 3,5-di-tert-butilsulfonamida koncentracije
1 mg mI™ i (d) nakon dodatka 3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfona koncentracije 10 mg ml™.
Brojevi oznacavaju strukture iona produkata prikazane u Tablici D1 u Dodatku.
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Tablica 10. Usporedba intenziteta signala fragmenata daptomicina nastalih u izvoru iona bez
dodatka inicijatora fragmentacije i s dodatkom derivata sulfonske kiseline 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonil-klorida, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida, i (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-
sulfona (pripadajuéi spektri prikazani su na Slici 26, a strukture nastalih iona u Tablici D1 u
Dodatku).

SIN
s OGS e o

m/z Fragm(zjeg[t)t% ergit::?r?:g lona lon fragment 33232;2 butil)- benzen- butil)-

sulfonske benzen- sulfonamid fenilfenil-

kiseline Sllillf)orri](ljl sulfon
1505,6755 2 IF ND 21,64 106,61 44,82
1491,6598 3 X 17,73 152,03 105,27 57,93
1489,6440 4 IF ND ND 16,94 ND
1466,5818 5 y 17,07 ND 24,22 34,60
1449,5553 6 14,95 158,17 78,20 37,10
1336,5288 7 IF 28,03 140,57 106,60 410,28
1318,5188 7-H,0 IF-18 ND ND 10,09 11,15
1306,4829 8 X 27,09 61,08 68,95 278,16
1280,5026 9 y 112,22 381,77 297,90 1257,62
1262,4926 9-H,0 y-18 ND ND 21,60 163,29
1166,5495 10 y 33,12 18,13 57,89 45,76
1051,4326 12 y 33,03 20,75 42,77 25,73
1033,4226 12-H,0 y-18 11,78 20,65 11,13 19,59
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 13) 9/13 9/13 13/13 12/13

S/N — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Intenziteti signala detektiranih iona produkata u rasponu masa od 1000 Da do 1620 Da u

su u Tablici 10, dok su strukture iona produkata prikazane u Tablici D1 u Dodatku.

Osim postojecih iona €iji je intenzitet signala povecan dodatkom navedenih derivata u
prvom stupnju MS-analize, u izvoru iona nastali su interni fragmenti degradacijom bocnog
lanca triptofana (m/z 1489 i m/z 1505). Ispitani sulfonamid i sulfon povoljno su utjecali na
nastanak y-serije iona uz gubitak vode (smanjenje mase za 18 Da; detektirani ioni m/z 1262,
m/z 1033 i m/z 1318). Prema broju novih fragmenata nastalih djelovanjem derivata sulfonske
kiseline u izvoru iona u promatranom rasponu masa, najve¢i uc¢inak imao je 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonamid. Od 13 nastalih iona produkata, ¢etiri iona ¢iji je omjer S/N > 100 bila
su pogodna za daljnje fragmentacijske studije tandemnom spektrometrijom masa (nastanak

pseudo MS3).
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U linearnom nacinu rada vidljivi su ioni mase 18,8 kDa, §to odgovara intaktnom ionu
rHuG-CSF, kao i ion mase 9,4 kDa (dvostruko protonirani ion rHuG-CSF, Slika 27 a).
Dodatak ispitanih sulfonamida i sulfona smjesi proteina i matrice omogucio je visestruki
porast intenziteta i simetrije signala u spektru masa (Slika 27 b i c¢). U spektru masa
rHuG-CSF uz dodatak 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida vidljivi su jednostruko, dvostruko,
trostruko 1 ¢etverostruko protonirani ioni rHUG-CSF, dok (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfon
omogucava detekciju trostruke protonacije proteina rHUG-CSF. Koriste¢i ionsko zrcalo, nisu
zamijecene razlike u spektrima masa s i bez inicijatora fragmentacije, tj. nisu uoceni manji

fragmenti proteinskog iona (od 1 Da do 8 kDa).
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Slika 27. MALDI-TOF spektar masa rHuUG-CSF snimljen u linearnom nacinu rada
spektrometra masa: (a) bez dodatka inicijatora fragmentacije, (b) nakon dodatka 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonamida koncentracije 5 mg ml™ i (c) nakon dodatka (3,5-di-tert-butilfenil)-
fenil-sulfona koncentracije 10 mg ml™ pri emu nastaju viSestruko protonirani ioni.
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4.2.3. Kemijsko obiljezavanje peptida derivatima disulfonske kiseline

U svrhu utvrdivanja mehanizma fragmentacije djelovanjem sulfata, posebice persulfata,
provedeno je kemijsko obiljezavanje peptida te njihovo cijepanje tandemnom
spektrometrijom masa u kolizijskoj ¢eliji bez uvodenja kolizijskog plina u ¢eliju (tzv. ,,CID
OFF*). Peptidni fragmenti nastali autolizom tripsina nakon procis¢avanja (postupak opisan u
odjeljku 3.6. Kemijsko obiljezavanje peptida benzaldehid-2,4-disulfonskom Kkiselinom i
benzaldehid-3,4-disulfonskom kiselinom) obiljeZzeni su koriste¢i dva derivata disulfonske
kiseline koja su se medusobno razlikovala po polozaju sulfo-skupina (ortho, para i meta,
para): benzaldehid-2,4-disulfonskom kiselinom i benzaldehid-3,4-disulfonskom kiselinom.
Spektri masa iona produkata nastali cijepanjem triptickih peptida (u ovom slucaju
LGEHNIDVLEGNEQFINAAK) kemijski obiljezenih navedenim reagensima snimljeni uz
negativnu ionizaciju prikazani su na Slici 28. Budu¢i da je uz negativnu ionizaciju moguce
detektirati ione produkte obiljezene reagensom, vidljive su samo a-, b- i c-serije iona (a ne i

X-, y- i z-serije iona koje ostaju neutralne).
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Slika 28. Spektar masa iona produkata nastalih  cijepanjem  peptida
LGEHNIDVLEGNEQFINAAK obiljezenog (a) benzaldehid 2,4-disulfonskom kiselinom
(ortho, para polozaj sulfonskih skupina i (b) benzaldehid 3,4-disulfonskom kiselinom (meta,
para polozaj sulfonskih skupina). Spektri su snimljeni uz negativnu ionizaciju negativnom
bez koristenja kolizijskog plina u kolizijskoj ¢eliji.
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Masa navedenih iona izraCunata za detekciju spektrometrijom masa uz pozitivnu ionizaciju
uvecana je za A m/z 247,9455 sto odgovara masi derivata disulfonske kiseline. lako je masa
oba derivata jednaka, a time i masa obiljezenih iona prekursora (izobarne mase), cijepanjem
fragmenata tandemnom spektrometrijom masa nisu dobiveni isti fragmentacijski profili (Slika
28 aib, Tablica 11).

Tablica  11.  Detektirani  ioni  produkti  dobiveni  fragmentacijom  peptida
LGEHNIDVLEGNEQFINAAK  kemijski  obiljezenog benzaldehid 2,4-disulfonskom
kiselinom (o, p) i benzaldehid 3,4-disulfonskom kiselinom (m, p). Spektri masa prikazani su
na Slici 28.

m/z Fragment peptidnog iona Frag_mentni SN
on 0, p-peptid m, p-peptid

520,10598 LG a2 55,94 121,83
657,16488 LGE a3 70,66 84,21
771,20778 LGEH a4 39,35 50,92
884,29188 LGEHN a5 115,97 79,99
999,31878 LGEHNI a6 ND 7,88
1098,38718 LGEHNID a7 79,25 39,33
1211,47128 LGEHNIDV a8 55,73 42,33
1340,51388 LGEHNIDVL a9 63,68 100,51
1397,53538 LGEHNIDVLE al0 6,07 9,28
1511,57828 LGEHNIDVLEG all 15,89 10,32
1640,62088 LGEHNIDVLEGN al2 22,89 39,06
1768,67948 LGEHNIDVLEGNE al3 23,23 29,62
1915,74788 LGEHNIDVLEGNEQ al4 20,17 8,96
2028,83188 LGEHNIDVLEGNEQF als 27,35 18,02
2142,87488 LGEHNIDVLEGNEQFI alé ND 13,36
2213,91198 LGEHNIDVLEGNEQFIN al7 26,9 11,93
2284,94908 LGEHNIDVLEGNEQFINA als 8,33 ND*
419,05828 L b1l 126,02 68,47
548,10088 LG b2 2201,88 686,96
685,15978 LGE b3 2347,75 144,24
799,20268 LGEH b4 1162,47 113,26
912,28678 LGEHN b5 1473,22 134,66
1027,31368 LGEHNI b6 2168,99 1038,48
1126,38218 LGEHNID b7 1041,13 75,28
1239,46618 LGEHNIDV b8 692,16 44,45
1425,53028 LGEHNIDVLE b10 251,12 58,24
1539,57318 LGEHNIDVLEG b11 387,07 57,89
1668,61578 LGEHNIDVLEGN b12 338,01 72,93
1796,67438 LGEHNIDVLEGNE b13 249,27 24,16
1943,74278 LGEHNIDVLEGNEQ b14 125,04 ND
2056,82688 LGEHNIDVLEGNEQF b15 241,76 17,14
2170,86978 LGEHNIDVLEGNEQFI b16 190,28 15,37
2241,90688 LGEHNIDVLEGNEQFIN b17 89,47 ND
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Tablica 11. Nastavak s prethodne stranice.

m/z Fragment peptidnog iona Frag_mentni SN
on 0, p-peptid m, p-peptid
1368,50878 LGEHNIDVL b9 1473,59 272,66
379,06338 L cl 13,04 21,91
436,08488 LG c2 12,14 11,00
565,12738 LGE c3 28,81 20,04
702,18638 LGEH c4 418,5 370,34
929,31328 LGEHNI c6 232,72 339,26
1044,34028 LGEHNID c7 8,66 10,87
1143,40868 LGEHNIDV c8 10,99 9,52
1256,49278 LGEHNIDVL c9 ND 12,66
1385,53538 LGEHNIDVLE c10 ND 7,45
144255678 LGEHNIDVLEG cll 134,49 155,61
1685,64228 LGEHNIDVLEGNE cl13 ND 6,18
2073,85338 LGEHNIDVLEGNEQFI cl6 33,34 55,81
2329,97058 LGEHNIDVLEGNEQFINAA cl19 15,23 ND

SIN — omjer visine signala i kemijskog Suma, ND — nije detektiran

Koriste¢i disulfonsku kiselinu sa sulfo-skupinama u o, p-polozaju najintenzivnija je serija
uzastopnih iona b-serije (Tablica 11). Uz b-seriju iona, uocene su i a- i c-serije iona (znacajno
manjeg intenziteta, uz izostanak uzastopne serije iona). Takoder je detektiran vrlo intenzivan
ion disulfonske kiseline m/z 248,9. U slucaju kad je koriStena kiselina sa sulfo-skupinom u m,
p-polozaju, osim b-serije iona koja nije najintenzivnija u spektru, uocene su vrlo intenzivne c-
I a-serije iona. Vec¢ina iona detektirana je u oba pokusa, dok su zamijeCeni i ioni
karakteristi¢ni samo za odredeni polozaj sulfo-skupina (0, p-obiljezeni ioni produkti bl7 i
€19; m, p - obiljezeni ioni produkti a6, al6, c10 i ¢9). Kovalentnim vezanjem dviju sulfatnih
skupina u susjednim polozajima u molekuli (m, p-polozaj sulfo-skupina) nakon ionizacije
nastaje persulfatna veza koja omogucava stvaranje kisikovih radikala tijekom fragmentacije.
Kisikovi radikali pogoduju nastajanju viSe serija iona (a-, b- i c-serije iona) za razliku od
zeljenog ucinka slobodnog protona postignutog kod 0, p-polozaja sulfo-skupina obiljezenih

iona koji gotovo isklju¢ivo producira b-seriju iona.

4.3. Utjecaj inicijatora radikala na fragmentaciju peptidnih iona u izvoru
iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF

Sljedeca skupina fragmentacijskih eksperimenata obuhvacala je ispitivanje utjecaja spojeva
koji se koriste u razli¢itim kemijskim reakcijama kao inicijatori nastanka radikala na

fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF. Koristeni
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inicijatori nastanka radikala ukljucivali su perokside (aceton peroksid, urea peroksid i benzoil-
peroksid), benzofenon, trifenilmetil-klorid (tritil-klorid) i azobisizobutironitril (AIBN). Zbog
svojstva iniciranja nastanka radikala toplinom ili zraenjem (termoinicijatori ili
fotoinicijatori), ispitan je ucinak navedenih inicijatora na fragmentaciju iona u izvoru iona
spektrometra masa. Kao modelni peptidi koristeni su ACTH, daptomicin, eksenatid, inzulin te
protein rHUG-CSF.

4.3.1. Peroksidi kao potencijalni inicijatori fragmentacije

Za fragmentacijske studije koriStena su tri potencijalna inicijatora fragmentacije iz skupine
peroksida; aceton peroksid, urea peroksid i benzoil-peroksid. Njihove koncentracije, kao i

uc¢inak na poboljsanje fragmentacije pojedinih peptida opisani su u Tablici 12.

Tablica 12. Peroksidni inicijatori nastanka radikala koristeni kao potencijalni inicijatori
fragmentacije peptida na kojima je uocen ili je izostao u¢inak poboljSanja fragmentacije.

Masena koncentracija/ mg ml™

Struktura i kemijsko ime inicijatora 10 5 1 05

O><O/
><Z:z>< OXO\O)<

Aceton peroksid (dimer i trimer)

O

o)
O/O daptomicin
- ACTH daptomicin daptomicin

Benzoil-peroksid

Nije uocen ucinak poboljanja fragmentacije.

Aceton peroksid izrazito je reaktivan te je za potrebe eksperimenta prilikom rukovanja
sintetiziranom kristalnom supstancijom zbog oksidiraju¢eg djelovanja na metal koriSten

plasti¢ni laboratorijski pribor. Uzorak je pripravljen nanoSenjem smjese daptomicina i matrice
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na ploc¢icu koja je otporna na oksidaciju te vrlo male koli¢ine uree peroksida. Spektri masa
ukazivali su na kemijski Sum nastao izuzetno intenzivnom produkcijom Kisikovih radikala, ali
ne i na signale peptidnih iona i iona matrice. Potom su pripravljene otopine aceton peroksida
otapanjem u smjesi acetonitrila i vode u volumnom omjeru 1:1, kao samo u acetonitrilu.
Navedene otopine nanesene su na ve¢ osuSenu smjesu peptida i matrice na MALDI-plo¢ici.
Analiza pripravljenih uzoraka pokazala je da dodatkom aceton peroksida otopljenog u
acetonitrilu nastaju ioni peptida, dok aceton peroksid otopljen u smjesi acetonitrila i vode ne
utjeCe znacajnije na ionizaciju niti poboljSava fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona.

Dodatak urea peroksida na MALDI-plo¢icu smjesi daptomicina, ACTH ili eksenatida i
matrice u ispitanim masenim koncentracijama (10, 5, 1 i 0,5 mg ml™) nije utjecao na nastanak
novih peptidnih fragmenata. Pri visim koncentracijama urea peroksida (10 i 5 mg ml™) doslo
je do supresije ionizacije najintenzivnijeg iona u spektru masa (molekulskog iona) i iona
produkata nastalih u izvoru iona koji su postojali i bez dodatka uree peroksida. Uz supresiju
ionizacije zamijecen je i znacajniji porast kemijskog Suma. Pri nizim koncentracijama (1 i
0,5 mg ml™) nisu postojale znacajnije razlike medu fragmentacijskim profilima peptida prije i
nakon dodatka inicijatora fragmentacije.

Za razliku od navedenih peroksida, najveéi utjecaj na poboljSanje fragmentacije u
izvoru iona zamijeCen je KkoriStenjem organskog fotoinicijatora benzoil-peroksida.
Eksperimentalno je utvrdeno da benzoil-peroksid u koncentraciji 5 i 1 mg ml™ utjede na
povecanje intenziteta signala ve¢ postojecih fragmenata peptida ACTH nastalih u izvoru iona
spektrometra masa u prvom stupnju MS-analize, neovisno o pripravi uzorka (dodatak otopine
benzoil-peroksida u matricu prije nanosenja na MALDI-plocicu ili smjesi matrice i peptida na
MALDI-plo¢ici ili na osuSenu smjesu matrice 1 peptida na MALDI-plocici). Najvece
poboljsanje fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona postignuto je nanosenjem otopine
benzoil-peroksida na smjesu matrice i peptida na MALDI-plo¢ici. Razlike u kristalizaciji
matrice s dodatkom benzoil-peroksida (Slika 29) nisu utjecale na rezultate MS-analize (npr.
na intenzitet signala, omjer intenziteta signala i kemijskog Suma, profil iona ili nastajanje
novih peptidnih iona). Utvrdeno je da benzoil-peroksid omoguéava poboljsanu fragmentaciju
peptidnih iona u izvoru iona pri nizoj laserskoj snazi u odnosu na analizu bez dodatka benzoil-

peroksida.
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Slika 29. Prikaz razlika u kristalizaciji matrice CHCA u ovisnosti o dodanoj koli¢ini
inicijatora fragmentacije: (a) smjesa peptida i matrice, (b) dodatak benzoil-peroksida
koncentracije 5 mg ml™* smjesi peptida i matrice.

Na Slici 30 prikazan je dio spektra masa ACTH prije i nakon nanoSenja benzoil-peroksida na
smjesu peptida i matrice s najoCitijom razlikom u fragmentacijskom profilu peptida (od
1600 Da do 2300 Da). Nastalo je osam novih peptidnih fragmenata a-serije (al6, al8 - NHs,
al9), b-serije (b16) i c-serije (c17, c19) iona te internih fragmenata navedenih u Tablici 13.
Signali peptidnih iona prisutni u spektru masa ACTH bez dodatka benzoil-peroksida manjeg
su intenziteta, a manji je i omjer intenziteta signala i kemijskog Suma. Takoder je u
navedenom podrucju vidljiv nastanak veéeg broja metastabilnih iona.

a)
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Slika 30. MALDI-TOF spektar masa peptida ACTH s ozna¢enim ionima produktima: (a)
prije dodatka benzoil-peroksida i (b) nakon dodatka benzoil-peroksida (10 mg ml™) pri demu
je nastalo osam novih iona produkata.
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Tablica 13. Usporedba intenziteta signala fragmenata peptida ACTH nastalih u izvoru iona
prije i nakon dodatka benzoil-peroksida (10 mg ml™). Pripadajuéi spektri prikazani su na Slici
30.

SIN
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragmentni ion Bez dodatka Dodan benzoil-
inicijatora peroksid
1703,7071 YPNGAEDESAEAFPLE-NH; IF-17 ND 1,62
1714,8395 RPVKVYPNGAEDESAE al6 ND 31,58
1742,8344 RPVKVYPNGAEDESAE b16 ND 26,45
1759,8610 RPVKVYPNGAEDESAE cl6 47,22 22,31
1813,8715 RPVKVYPNGAEDESAEA b17 2,05 21,13
1830,8981 RPVKVYPNGAEDESAEA cl7 ND 18,71
1915,9185 RPVKVYPNGAEDESAEAF-NH; als8-17 ND 11,51
1932,9450 RPVKVYPNGAEDESAEAF al8 10,42 74,83
1960,9399 RPVKVYPNGAEDESAEAF b18 12,03 46,70
2029,9978 RPVKVYPNGAEDESAEAFP al9 ND 14,67
2075,019 RPVKVYPNGAEDESAEAFP c19 ND 15,41
2144018 PVKVYPNGAEDESAEAFPLE IF ND 11,58
2188,103 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL c20 3,31 14,94
2272,124 RPVKVYPNGAEDESAEAFPLE a2l 7,88 24,21
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 14) 6/14 14/14

S/N — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Utjecaj benzoil-peroksida na fragmentaciju ciklickog lipopeptida daptomicina

prikazan je na Slici 31.
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Slika 31. MALDI-TOF spektar masa daptomicina s oznacenim ionima produktima ¢ije su
strukture prikazane u Tablici D1 u Dodatku: (a) prije dodatka inicijatora fragmentacije (b)
nakon dodatka benzoil-peroksida koncentracije 5 mg ml™.
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Uocen je nastanak triju novih iona produkta (npr. ion x-serije m/z 1077, uz gubitak
vode), kao i povecanje intenziteta signala ve¢ postojeCih iona (x- i y-Serije te internih

fragmenata) prikazanih u Tablici 14.

Tablica 14. Usporedba intenziteta fragmenata daptomicina nastalih u izvoru iona prije i
nakon dodatka benzoil-peroksida (pripadajuci spektri prikazani su na Slici 31, a strukture iona
produkata u Tablici D1 u Dodatku).

. . Fragmentni SN
Fragment peptidnog iona ion Bez dodatka Dodan benzoil-
m/z daptomicina inicijatora peroksid
1505,6755 2 IF ND 64,63
1491,6598 3 X 18,45 113,31
1449,5553 6 z 57,45 57,45
1336,5288 7 IF 10,09 227,96
1318,5188 7-H,0 IF-18 ND 41,14
1306,4829 8 X 17,45 84,47
1280,5026 9 y 86,17 144,83
1262,4926 9-H,0 y-18 ND 12,40
1166,5495 10 y 30,10 44,68
1077,4130 11 X ND 36,70
1051,4326 12 y 25,58 54,30
1033,4226 12-H,0 y-18 18,20 11,92
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 12) 9/12 12/12

SIN — omjer visine signala i kemijskog Suma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Dodatkom benzoil-peroksida smjesi matrice i daptomicina na MALDI-plo¢ici uo¢ena
znacajnija promjena U fragmentacijskom profilu daptomicina. U oba spektra masa (s i bez
dodatka benzoil-peroksida) zamijeCeni su ioni istog omjera mase i naboja, ali zamjetno
manjeg intenziteta u slu¢aju dodatka benzoil-peroksida. Detektiran je i fragment koji upucuje
na degradaciju bo¢nog ogranka triptofana (m/z 1505). Strukture nastalih iona produkata
prikazane su u Tablici D1 u Dodatku. Obzirom na intenzitet iona produkata (S/N > 100)
nastalih djelovanjem benzoil-peroksida u prvom stupnju MS-analize, za daljnje
fragmentacijske analize tandemnom spektrometrijom masa (pseudo MS®) mogu se koristiti tri
iona, dok bez dodatka benzoil-peroksida niti jedan ion nije bio dostatnog intenziteta da bi se
mogao dodatno fragmentirati (pseudo MS®). Takoder je uoGeno da benzoil-peroksid suprimira
ionizaciju rHUG-CSF, kako u linearnom nacinu rada spektrometra masa (u rasponu masa od 8

do 25 kDa), tako i uz koristenje ionskog zrcala (u rasponu masa od 1 kDa do 8§ kDa).
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4.3.2. Inicijatori nastanka radikala kao potencijalni inicijatori fragmentacije

Osim peroksida, za poboljSanje fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa
MALDI-TOF/TOF koriSteni su benzofenon, trifenilmetil-klorid 1 azobisizobutironitril
(Tablica 15). Navedeni potencijalni inicijatori fragmentacije pripravljeni su u Cetiri razlicite
masene koncentracije (10, 5, 1 i 0,5 mg ml™). Potencijalni inicijatori fragmentacije dodani su
u smjesu peptida 1 matrice prije nanosenja na plocicu te na smjesu peptida i matrice na plocici,

kao §to je opisano u odjeljku 3.5. Nanosenje uzoraka na MALDI-plocicu.

Tablica 15. Inicijatori nastanka radikala koristeni kao potencijalni inicijatori fragmentacije
peptidnih iona te peptidi na kojima je uocen ili je izostao u¢inak poboljsanja fragmentacije.

Masena koncentracija/ mg ml™*

Struktura i kemijsko ime inicijatora 10 5 1 05

A ) _ _ _

Trifenilmetil-klorid

(6]
daptomicin daptomicin daptomicin daptomicin
O O ACTH ACTH ACTH ACTH

Benzofenon
CN

/&/N\\ />FCN
N - - - -

Azobisizobutironitril

Nije uocen ucinak na poboljSanje fragmentacije.

Trifenilmetil-klorid je pripravljen u odredenim koncentracijama oOtapanjem u
acetonitrilu te je nanesen na smjesu daptomicina i matrice prije i nakon nanoSenja na plocicu
(u dva odvojena pokusa). Budué¢i da nisu zamije¢eni znacajniji ucinci na poboljSanje
fragmentacije, nastanak trifenilmetil-radikala potenciran je na nac¢in detaljnije opisan u
odjeljku 3.4.2. Priprava inicijatora radikala. Trifenilmetil-klorid koncentracije 10 mg ml™
pripravljen je otapanjem u acetonitrilu. Otopini je dodana granula cinka koja je uklonjena

nakon 1 minute. Otopina je promijenila boju iz bezbojne u Zutu, $to ukazuje na nastanak
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trifenilmetil-radikala (Slika 32). Zuta otopina cinka i trifenilmetil-klorida dodana je na smjesu
odredenog peptida (daptomicina i ACTH) i matrice na plocici. Dobiveni spektri masa
ukazivali su na supresiju ionizacije svih detektiranih peptidnih iona te nije uo¢en nastanak

novih iona produkata.

~ C

Zn
Cl - =

Slika 32. Nastajanje trifenilmetil-radikala u otopini.

Fotoinicijator benzofenon pripravljen je u ispitivanim masenim koncentracijama
otapanjem u acetonitrilu te je dodan u smjesu odredenog peptida i matrice prije nano$enja na
plo¢icu. Osim toga je, u odvojenom eksperimentu, nanesen na smjesu peptida i matrice na
plocici. Kao modelni peptidi koristeni su ACTH, daptomicin i inzulin te protein rHuG-CSF.
Uocena je razlika u kristalizaciji matrice s dodatkom i bez dodatka benzofenona (Slika 33),
Sto nije imalo utjecaj na analizu spektrometrijom masa. PoboljSana fragmentacija uocena je u

pokusima u kojima je benzofenon dodan na smjesu peptida i matrice na MALDI-plogici.

Slika 33. Prikaz razlika u kristalizaciji matrice CHCA ovisno o dodanoj koli¢ini inicijatora
fragmentacije: (a) smjesa peptida i matrice, (b) dodatak 5 mg ml™* benzofenona smijesi peptida
I matrice.
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Snimljeni su spektri masa peptida ACTH prije i nakon dodatka benzofenona te je uoceno da
benzofenon u koncentraciji 10 i 5 mg ml™ smanjuje kemijski $um, pogoduje nastanku novih
iona produkata (Slika 34, Tablica 16), ali i nastanku metastabilnih iona koji nisu prisutni u
referentnom uzorku u koji nije dodan inicijator fragmentacije. Detaljnijom analizom
identificirano je 11 novonastalih iona produkata u prvom stupnju MS-analize (internih

fragmenata te iona a-, y- i c-serije) ¢iji je intenzitet signala bio ispod granice S/N > 100

neophodne za daljnje analize tandemnom spektrometrijom masa (pseudo MS®).
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Slika 34. MALDI-TOF/TOF spektar masa ACTH s oznacenim ionima fragmentima () prije
dodatka i (b) nakon dodatka benzofenona koncentracije 5 mg ml™ pri ¢emu je nastalo 11
novih iona produkata.
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Tablica 16. Usporedba intenziteta signala fragmenata ACTH nastalih u izvoru iona s
dodatkom i bez dodatka benzofenona (pripadajuci spektri na Slici 34).

SIN
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragir;”lr?ntnl Bez dodatka Dodan
inicijatora benzofenon

1630,3184 RPVKVYPNGAEDESA c15 10,71 16,44
1687,7122 PNGAEDESAEAFPLEF-NH; IF-17 ND 36,20
1703,7071 YPNGAEDESAEAFPLE-NH; IF-17 ND 36,76
1714,8395 RPVKVYPNGAEDESAE 416 ND 11,62
17428344 RPVKVYPNGAEDESAE b16 16,79 16,85
1759,861 RPVKVYPNGAEDESAE c16 10,80 44,39
1813,8715 RPVKVYPNGAEDESAEA b17 10,99 14,52
1831,8021 NGAEDESAEAFPLEFLE-H,0 IF-18 ND 21,83
1892,8549 RPVKVYPNGAEDESAEA-NH; y17-17 ND 2354
1915,9185 RPVKVYPNGAEDESAEAF-NH; als-17 ND 11,48
1946,8654 PNGAEDESAEAFPLEFLE IF ND 57,76
1960,9399 RPVKVYPNGAEDESAEAF IF 21,70 ND
1966,8705 VYPNGAEDESAEAFPLEF IF ND 14,25
2007,9056 RPVKVYPNGAEDESAEAF 718 11,58 13,35
2066,9706 KVYPNGAEDESAEAFPLEF-CO IF-28 ND 19,21
2092,9022 YPNGAEDESAEAFPLEFLE-NH; IF-17 ND 10,16
2144,0182 PVKVYPNGAEDESAEAFPLE IF ND 10,48
2188,1033 RPVKVYPNGAEDESAEAFP c20 ND 12,98
2300,1194 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL b21 12,41 15,46
2317,1459 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL c21 11,67 61,32
2337,0921 KVYPNGAEDESAEAFPLEFLE IF 30,65 63,94
2367,0901 RPVKVYPNGAEDESAEAFPL 721 12,34 15,29
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 22) 10/22 21/22

S/N — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Dodatkom benzofenona smjesi daptomicina i matrice na MALDI-plocici nastalo je

novih 11 iona produkata u izvoru iona u prvom stupnju MS-analize koji nisu prisutni u

referentnom uzorku. Nastali ioni pripadaju internim fragmentima te x-, y- i c-seriji iona (Slika

35, Tablica 17). Takoder je zamije¢en nastanak iona produkata koji sadrze modifikaciju

boc¢nog lanca triptofana (m/z 1489 i m/z 1505). Strukture nastalih iona daptomicina prikazane
su u Tablici D1 u Dodatku.
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Slika 35. MALDI-TOF spektar masa daptomicina s ozna¢enim ionima produktima (strukture
su prikazane u Tablici D1 u Dodatku): (a) bez dodatka i (b) nakon dodatka benzofenona
koncentracije 5 mg ml™ pri ¢emu su nastala su &etiri nova iona produkta.

Tablica 17. Usporedba intenziteta fragmenata daptomicina nastalih u izvoru iona prije i
nakon dodatka benzofenona (pripadajuci spektri prikazani su na Slici 35, a strukture iona
produkata u Tablici D1 u Dodatku).

SIN
inicijatora benzofenon
1505,6755 2 IF ND 49,21
1491,6598 3 X 27,71 53,56
1489,6440 4 IF ND 89,81
1336,5288 7 IF ND 14,07
1318,5188 7-H,0 IF-18 ND 32,12
1306,4829 8 X 14,78 31,18
1280,5026 9 y 29,35 56,72
1166,5495 10 y 13,30 ND
1077,4130 11 X ND 16,03
1051,4326 12 y 12,23 16,72
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 10) 5/10 9/10

SIN — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Dodatkom benzofenona smjesi matrice i inzulina na MALDI-plocici fragmentacijski
profil inzulina se nije znacajnije promjenio. loni produkti istog omjera mase i naboja bili su
prisutni u oba spektra (prije i nakon dodatka benzofenona), ali znacajno manjeg intenziteta u
slu¢aju dodatka benzofenona. Takoder je uoceno da benzofenon suprimira ionizaciju proteina

rHUG-CSF ukoliko je dodan smyjesi proteina i matrice na plocici i u linearnom nacinu rada
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spektrometra masa (raspon masa od 8 kDa do 25 kDa) i uz koristenje ionskog zrcala (raspon
masa od 1 kDa do 8 kDa).

Za ispitivanje poboljSanja fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona koriten je i
azobisizobutironitril  (AIBN). Otopina azobisizobutironitrila u acetonitrilu u ispitanim
masenim koncentracijama nanesena je na smjesu peptida i matrice na MALDI-plo¢icu. Kao
modelni peptidi koriSteni su ACTH, daptomicin, eksenatid, inzulin te protein rHuUG-SCF.
Analiza spektrometrijom masa pokazala je da AIBN ne utjeGe povoljno na fragmentaciju
peptidnih iona nijednog od ispitanih peptida ili proteina u izvoru iona, veé¢ suprimira
ionizaciju. Stoga je uz AIBN na smjese matrice i peptida daptomicina, eksenatida te inzulina
na plogici nanesena 30 mmol I"* vodena otopina amonijevog persulfata. Kao §to je vidljivo na
Slici 36, nisu uocene znacajnije razlike u kristalizaciji matrice prije i nakon dodatka smjese

inicijatora fragmentacije.

Slika 36. Prikaz razlika u kristalizaciji matrice CHCA ovisno o dodanom inicijatoru
fragmentacije: (a) smjesa peptida i matrice, (b) dodatak AIBN/APS smjesi peptida i matrice.

AIBN djeluje kao inicijator nastajanja radikala u otopini, ali se i u plinovitoj fazi u
izvoru iona spektrometra masa pokazao vrlo uéinkovitim u kombinaciji s amonijevim
persulfatom, posebice za poboljsanje fragmentacije eksenatida (Slika 37, Tablica 18). U
promatranom rasponu masa od 2000 Da do 3000 Da dodatkom azobisizobutironitrila i
amonijevog persulfata kao inicijatora fragmentacije nastalo je 20 novih fragmenata a- i x-
serije iona te internih fragmenata (Tablica 18). Takoder je uoc¢en nastanak metastabilnih iona.
Iako su u slucaju daptomicina u prvom stupnju MS-analize nastali ioni produkti koji nisu
prisutni u referentnom spektru masa (bez dodatka inicijatora fragmentacije), broj i intenzitet

signala nastalih iona bili su manji nego bez dodatka amonijevog persulfata.
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Slika 37. MALDI-TOF spektar masa eksenatida s ozna¢enim ionima produktima (a) prije
dodatka i (b) nakon dodatka smjese azobisizobutironitrila i amonijevog persulfata pri ¢emu je
nastalo 20 novih iona produkata.

Tablica 18. Usporedba intenziteta fragmenata eksenatida nastalih u izvoru iona prije i nakon
dodatka azobisizobutironitrila i amonijevog persulfata (pripadajué¢i spektri prikazani su na
Slici 37).

SIN
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragirglr?ntm Bez dodatka Dodan
inicijatora AIBN/APS

2017,0212 QMEEEAVRLFIEWLKN IF 46,68 63,58
2031,8964 HGEGTFTSDLSKQMEEEAV-NH; al19-17 ND 27,15
2048,9230 HGEGTFTSDLSKQMEEEAV al9 17,05 16,90
2067,9652 GEGTFTSDLSKQMEEEAVR-CO IF-28 11,72 15,91
2085,0838 LSKQMEEEAVRLFIEWL-H,0 IF-18 39,93 18,01
2101,0787 SKQMEEEAVRLFIEWLK-NH; IF-17 25,56 137,82
2109,1240 RLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y20 12,27 55,84
2119,9601 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVR d.20 12,74 18,33
2135,1032 RLFIEWLKNGGPSSGAPPPS x20 ND 32,65
2164,0743 SDLSKQMEEEAVRLFIEW-CO IF-28 ND 11,51
2177,1502 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRL w,21 10,02 17,82
2189,1502 EAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP-H,0 IF-18 ND 10,68
2208,1924 VRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y21 ND 28,35
2233,0190 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVR b20 13,58 10,23
2250,0455 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVR c20 46,14 45,19
2279.2205 AVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y22 87,45 69,22
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Tablica 18. Nastavak s prethodne stranice.

SIN
m/z Fragment peptidnog iona ACTH Fragi?:ntnl B_ez_ q_odatka AIBN/APS
|n|cuat0ra

2305,2088 AVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS %22 10,49 35,01
2318,1081 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRL a2l 26,85 18,37
2333,2401 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI wa23 25,09 28,64
2363,1296 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRL c21 37,63 21,85
2378,2061 TSDLSKQMEEEAVRLFIEWL-CO IF-28 ND 17,40
2394,1646 EGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI-H,0 IF-18 ND 10,84
2394,1646 GTFTSDLSKQMEEEAVRLFIE-H,0 IF-18 ND 10,84
2408,2721 AVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y23 59,39 44,64
2422,1748 FTSDLSKQMEEEAVRLFIEW-H,0 IF-18 ND 13,57
24342514 AVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS x23 ND 21,39
2451,1861 GEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI-H,0 IF-18 ND 11,88
2466,1765 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF a22 42,66 29,83
2481,2231 MEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAP-H,0 IF-18 ND 20,05
2510,1980 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLF c22 12,77 22,18
2537,3147 EAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y24 5171 3721
2550,2293 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI da23 1211 10,38
2563,2940 EAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS x24 ND 24,33
2578,2759 MEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP-H,0 IF-18 34,43 36,56
2592,3205 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI v25 12,49 23,30
2617,3079 SKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSS IF ND 11,26
2623,2821 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFI c23 12,05 ND
2666,3573 EEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y25 26,41 39,29
2692,3366 EEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS x25 11,46 16,29
2694,3771 GTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEW-NH; IF-17 ND 18,54
2707,3032 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIE a24 51,54 4417
2720,3679 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWL Wa26 18,56 19,88
2735,2981 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIE b24 11,88 10,94
2752,3247 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIE 24 4174 55,59
2769,4029  LSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSG-H,0 IF-18 ND 68,55
2797,3978 MEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS y26 20,50 19,75
2878,4444 TFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKN-H,0 IF-18 ND 12,26
2893,3825 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEW a25 87,65 88,55
2909,4376 QMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPPPS 727 ND 28,89
29224455 SKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPSSGAPP-NH; IF-17 ND 13,05

2938,404 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEW c25 12,67 15,84
2964,4196 HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWL d.26 ND 12,40
2968,4761 EGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLK IF ND 13,57
Ukupan broj detektiranih fragmenata (maksimalan broj 53) 32/53 52/53

SIN — omjer visine signala i kemijskog $uma, IF — interni fragment, ND — nije detektiran

Neocekivani u¢inak primijecen je nakon dodatka azobisizobutironitrila i amonijevog

persulfata smjesi matrice i inzulina na MALDI-plo¢ici. Uslijed djelovanja navedenih

inicijatora fragmentacije u izvoru iona spektrometra masa doslo je do oksidacije B-lanca
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inzulina (Slika 38 b i c). Budu¢i da signali iona neoksidiranog B-lanca podjednakog
intenziteta u oba spektra (prije i nakon dodatka smjese inicijatora fragmentacije), zakljuceno
je da je doslo do cijepanja disulfidnih veza i viSestrukih oksidacija sumpora na boc¢nom

ogranku cisteina (porast mase za 16 Da za svaki vezani kisik), kao Sto je prikazano na

Slici 38 c.
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Slika 38. (a) MALDI-TOF spektar masa inzulina prije dodatka inicijatora fragmentacije, (b)
nakon dodatka azobisizobutironitrila i amonijevog persulfata dolazi do cijepanja disulfidnih
veza izmedu dvaju lanaca i (c) visestruke oksidacije cisteina.

Osim navedenog, u spektru masa vidljiv je i signal potpuno oksidiranog B-lanac (dva atoma
kisika vezana na svaki sumpor cisteina koji su tvorili intermolekulske disulfidne veze, tj.

umjesto -SH skupine nastala je -SO3H skupina).
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§ 5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj svojstva peptida i proteina na fragmentaciju iona u izvoru
iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF

lako je MALDI nedestruktivna ionizacijska tehnika i omogucuje desorpciju i ionizaciju
polarnih, nehlapljivih i termic¢ki nestabilnih makromolekula poput peptida i proteina bez
dekompozicije u izvoru iona, manja populacija iona ipak je podlozna dekompoziciji.*® Proces
dekompozicije iona u izvoru iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF neovisan je o
veli¢ini molekule te se stoga ISD koristi kao analiticki alat za odredivanje terminalnog slijeda
aminokiselina, identifikaciju proteina i karakterizaciju posttranslacijskih modifikacija
pristupom odozgor nadolje.®® Upotrebom ISD moguée je odrediti cjelokupni slijed
aminokiselina manjih peptida ili primarnu strukturu C-kraja i N-kraja manjih linearnih
proteina (18 kDa).2*® Fragmentacijom intaktnih proteina poput govedeg serumskog albumina
BSA (66 kDa) ili humanog apotransferina (75 kDa) u izvoru iona pristupom odozgor nadolje
nije moguce u potpunosti odrediti cjelokupan slijed aminokiselina, ve¢ samo djelomicnu
strukturu (5 do 10 % slijeda aminokiselina).®*®* U slugaju kada se protein s pripadaju¢im
aminokiselinskim slijedom i posttranslacijskim modifikacijama ne nalazi u bazi podataka,
unato¢ nepotpunom odredivanju slijeda aminokiselina, dobivene podatke sekvenciranja de
novo moguce je upotrijebiti za identifikaciju proteina pretrazivanjem baza podataka na
temelju homologije primarne strukture proteina i peptida razli¢itih bioloskih vrsta
(FASTA/BLAST). Strukturna karakterizacija ciklickih proteina spektrometrijom masa
slozenija je od one linearnih proteina radi utvrdivanja pocetka i kraja slijeda (tj. C-kraja i N-
kraja).®® Ovisno o naginu ciklizacije (npr. putem disulfidnih veza ili formacije laktonskog
prstena) i sastavu aminokiselina, fragmentacija ciklickih peptida primjenom ISD moze biti
onemogucéena (npr. vasopresina s oksidiranim disulfidnim vezama) radi premale aktivacijske

77,87

energije ulozene u cijepanje prstena. Upotrebom tehnika CID i PSD postize se efikasnija

fragmentacija uz nastajanje netipi¢nih iona produkata ovisno o mjestu cijepanja prstena.®®®
Budu¢i da je otvaranje prstena kritiéno za nastanak iona produkata, cijepanje moze biti
potaknuto i kemijskim obiljezavanjem poput esterifikacije karboksilne skupine ili otvaranja
prstena prije analize spektrometrijom masa (npr. inkubacijom peptida u smjesi TFA,

trietilsilana i vode u volumnom omjeru 95:2,5:2,5 dva sata na sobnoj temperaturi).®
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U ovoj disertaciji modelne makromolekule odabrane su s namjerom da u istrazivanju
budu obuhvacena sva svojstva peptida ili proteina koja mogu utjecati na fragmentaciju u
izvoru iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF: veli¢ina (1,6 kDa do 18,8 kDa), ciklizacija
(laktonski prsten i disulfidne veze) i posttranslacijske modifikacije (amidacija, acetilacija,
intramolekularne disulfidne veze, lipidacija). U dizajnu eksperimenta posebna paznja
posvecéena je odabiru matrica. Naime, literaturni podaci upucuju na poboljSanje fragmentacije
peptidnih iona nastajanjem radikala matrice u izvoru iona ovisno o koristenoj matrici.®>®*"’
Da bi utjecaj na poboljsanje fragmentacije u izvoru iona uslijed djelovanja matrice bilo
isklju¢en, u pokusima je koristena matrica CHCA za koju je eksperimentalno utvrdeno da
nema izraZen uéinak na fragmentaciju.®® Buduéi da je utvrdeno da uvijeti snimanja spektara
masa (jacina laserske snage i vrijeme zadrZavanja iona) takoder utjeCu na fragmentaciju,
odnosno detekciju iona fragmenata nastalih u izvoru iona,® navedeni su parametri podeseni za
postizanje optimalne detekcije iona fragmenata u cijelom promatranom rasponu masa. Utjecaj
inicijatora fragmentacije na fragmentaciju proteina rHu-GCSF pracen je, osim uz koristenje
ionskog zrcala i u linearnom nacinu rada spektrometra masa. U linearnom nacinu rada
moguce je detektirati ione veée mase nego uz koriStenje ionskog zrcala (u slucaju koristenog
17 $

spektrometra masa ¢ak i do 250 kDa) ali uz popratni gubitak rezolucije,”" sto je za potrebe

preliminarnih analiza bilo prihvatljivo.

5.2. Sulfatne soli kao inicijatori fragmentacije

MALDI je ionizacijska tehnika u kojoj mala koli¢ina nehlapljivih soli u uzorku ne utjece na
ionizaciju i kao takva je pogodna za koristenje inicijatora fragmentacije koji se dodaju smjesi
uzorka i matrice na plo¢ici. PoboljSanje fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona dodatkom
amonijevih soli poput sulfata ili citrata otprije je poznat i vrlo detaljno objasnjen
postupak.2®8! Sulfatni ioni smanjuju solvataciju peptida vezuéi molekule vode cime
ubrzavaju kristalizaciju matrice, ostavljaju¢i peptide na povrsini kristala. Uporabom
amonijevog sulfata takoder je evidentno smanjen nastanak adukata analit-protuion (npr. Na*,
K*, NH4"), zbog vezanja kationa na sulfatnu skupinu.® U ovom istrazivanju potvrden je
utjecaj amonijeva sulfata na fragmentaciju peptida ACTH pri nizim koncentracijama
(0,5 mol I") od literaturno opisanih. Uz dodatak amonijeva sulfata zamije¢ena je razlika u

kristalizaciji koja nije prouzroc¢ila supresiju ionizacije, ve¢ poboljSanje fragmentacije

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 80

peptidnih iona u izvoru iona uz pojacanu lasersku snagu, $to je u skladu s literaturnim
navodima.® Eksperimenti provodeni prema literaturnim navodima ponovljeni su uz koristenje
amonijevog persulfata. Obzirom na strukturnu slicnost s amonijevim sulfatom, nije izostala
ubrzana kristalizacija matrice zbog vezanja molekula vode na persulfatne ione elektrostatskim
interakcijama. lako je koncentracija dodanog amonijevog persulfata bila znatno niza od
koncentracije amonijevog sulfata (30 mmol I u odnosu na 500 mmol I™"), uoen je znacajniji
uéinak poboljSanja fragmentacije peptida ACTH, daptomicina® i enfuvirtida® u slucaju
dodatka APS. U odnosu na spektar masa bez dodatka inicijatora fragmentacije, dodatkom
amonijeva persulfata poboljsana je rezolucija, omjer signala i Suma te intenzitet signala iona
produkata prisutnih u izvoru iona.”® Uzimajuéi u obzir omjer signala i suma S/N > 100 kao
kriterij odabira pogodnog iona prekursora za daljnju analizu tandemnom spektrometrijom
masa, dodatkom amonijevog persulfata nastaje znacajniji broj iona koji zadovoljavaju taj
kriterij. Spomenuti porast intenziteta signala koji je proporcionalan koli¢ini nastalih iona
produkata u prvom stupnju MS-analize omogucio je daljnji korak u strukturnoj analizi uz
koristenje kolizijske c¢elije u drugom stupnju MS-analize (pseudo MS?®, Slika 39).
Omogucéavanjem visestruke tandemne spektrometrije masa (pseudo MS®), koja je u pravilu
ograni¢ena na uporabu analizatora masa ionske stupice ili hibridniog Orbitrapa®® ili FT ICR,"’

unaprijedena su svojstva spektrometra masa MALDI-TOF/TOF.

Izvor ionizacije °|'Z'JSka Celija Detektor
«MALDI ISD *Fragmentacija eSpektar masa
(MmS) (MS/MS) iona produkata
Izvor ionizacije Kolizijska celija Detektor
«MALDI ISD + APS eFragmentacija eSpektar masa
(pseudo MS/MS) (pseudo MS3) iona produkata

Slika 39. Dodatkom inicijatora fragmentacije omogucena je viSestruka tandemna
spektrometrija masa uz koristenje spektrometra masa MALDI-TOF/TOF.

Dodatkom amonijevog persulfata nastaju fragmentacijom peptidnih iona u izvoru iona
nove serije iona produkata. U slu¢aju peptida ACTH, nastali su novi ioni produkti a- i b-serije

iona, satelitnog iona (d-iona) te internog fragmenata (Tablica 5). Pojacana laserska snaga

Anita Horvatié¢ Doktorska disertacija



§ 5. Rasprava 81

83 - . . ov , . ..
¢ime je djelomi¢no moguce objasniti porast

rezultira nastankom b-, y- i a-iona u izvoru iona,
intenziteta signala te nastanak novih iona produkata a- i b-serije. Navedene serije iona nastaju
termalno induciranim mehanizmom.®® Mijesto kidanja veze tijekom fragmentacije vodene
termalno induciranim mehanizmom ovisi o bazi¢nosti bo¢nog lanca aminokiselina U
plinovitoj fazi i mjestu protonacije. Energija disocijacije peptida koji sadrze specifi¢ne bo¢ne
ogranke opada sljede¢im redoslijedom: arginin > lizin > nebazi¢ne aminokiseline.?® Buduéi da
ACTH sadrzi arginin na N-kraju, dolazi do lokalizacije protona na bazi¢nom bo¢nom ogranku
arginina te se cijepanje peptidne okosnice dogada selektivno na C-terminalnom dijelu Asp,
Asn, Glu ili Pro (Xxx-Asp, itd).**®* Upravo su ti fragmenti najintenzivniji u MALDI-ISD
spektru masa peptida ACTH. Bitno je naglasiti da ioni produkti koji nastaju dodatkom
amonijevog persulfata poput iona produkata d-serije, kao i ionanastalih gubitkom vode ili
amonijaka kod a- i b-serije iona (smanjenje mase za 18, tj. 17), nisu Cesti produkti
fragmentacije u izvoru iona prije ekstrakcije iona, ve¢ su karakteristicni za PSD i radikalima
inducirani mehanizam fragmentacije.®®

Nastanak a- i d-serije iona moguce je objasniti radikalskim mehanizmom iniciranim
sulfatnim radikalom koji nastaje homolitickim cijepanjem persulfata.”® Amonijev persulfat
ima izrazen oksidacijski u¢inak i inicijator je radikala te se rutinski koristi kao katalizator u
reakciji polimerizacije akrilamida i bisakrilamida tijekom pripreme gelova za elektroforezu.®
U slucaju upotrebe u spektrometriji masa, amonijev persulfat sluzi kao inicijator
fragmentacije. PredloZeni radikalski mehanizam fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona
iniciran amonijevim persulfatom ukljuc¢uje nastanak sulfatnog radikala fotodisocijacijom i
termickom dekompozicijom persulfata u plinovitoj fazi uslijed iradijacije laserom (Slika
40).” Buduéi da su dosad opisani radikalski mehanizmi vezani uz MALDI-ISD uklju¢ivali

6385 znanstveni

radikale koji sadrze nespareni elektron na dusikovu ili vodikovu atomu,
doprinos ovog rada je otkrice radikalskog mehanizma fragmentacije peptidnih iona u izvoru
iona djelovanjem radikala koji sadrzi nespareni elektron na atomu Kkisika.

Opisani radikalski mehanizam odcjepljivanja protona (vodikova atoma) s dusSika
amino-skupine peptidne veze potvrden je i nastankom iona [M-46+H]" koji je primijeéen u
MALDI-ISD spektru peptida ACTH. Proces nastanka iona detaljno je opisan u reakcijama
fragmentacije iona djelovanjem 5-nitrosalicilne kiseline kao matrice u izvoru iona (Slika
12),%° a povezan je s nastankom hidrokarboksilnog radikala (\COOH), pri ¢emu se cijepa C,-C

veza. Takoder, detektirani ion [M-2H+H]" upucuje na odcjepljivanje vodikova atoma vezanog
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na ugljik koji nije sastavni dio peptidne veze uslijed djelovanja radikala u bimolekularnoj

reakciji (djelovanjem drugog sulfatnog radikala).®
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Slika 40. Mehanizam nastanka sulfatnih radikala fotokemijskom disocijacijom
persulfatnog iona u plinovitoj fazi u izvoru iona uz iniciranje nastanka a- i x-serije iona.

Slican ucinak poboljsanja fragmentacije u izvoru iona zamijecen je tijekom fragmentacije
cikli¢ckog lipopeptida daptomicina inicirane dodatkom amonijeva persulfata. Daptomicin je
ciklicki peptid, cikliziran nastankom laktonskog prstena te je ve¢ energija uloZena u sustav
iradijacijom laserom tijekom ionizacije (bez dodatka inicijatora fragmentacije) dovoljna za
cijepanje prstena u prvom stupnju MS-analize. Struktura iona produkata opisana je u
Tablici D1 u Dodatku, a tijekom eksperimenata zamijeceno je da se intenzitet njihova signala
povecava upotrebom inicijatora fragmentacije. Dodatkom amonijeva persulfata takoder je

uocen porast intenziteta signala iona produkata b-, x- i y-serije te y-iona uz gubitak molekule
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vode (Tablica 6). Nastanak iona produkta x-serije (m/z 1077, struktura u Tablici u 9. Dodatku)
karakteristicnog za fragmentaciju iniciranu amonijevim persulfatom moguce je objasniti
predlozenim radikalskim mehanizmom fragmentacije. Radikalski mehanizam potkrepljuju i
detektirani ioni [M-46+H]" m/z 1574 i [M-2H+H]" m/z 1618 vidljivih u spektru masa na
Slici 19. Nakon dodatka amonijeva persulfata, u spektru masa daptomicina y-ioni imaju
najveci zabiljezeni intenzitet. ZamijeCeno je da lipidacija ciklickog peptida na N-kraju
triptofana nije znacajnije utjecala na fragmentaciju, buduci da su u spektru masa podjednako
zastupljeni ioni produkti s i bez lipidacije, neovisno o prisutnosti inicijatora fragmentacije.
Osim fragmentacije veza peptidne okosnice, u izvoru iona spektrometra masa MALDI, uz
pucanje prstena, uoceno je i cijepanje bo¢nog lanca triptofana djelovanjem inicijatora
fragmentacije amonijeva persulfata. Spomenute reakcije rezultirale su nastankom iona
[M-116+H]" m/z 1505 (struktura u Tablici u Dodatku). Cijepanje ovakve vrste detektirano je
primjenom hibridnog analizatora masa kvadrupol-ionska stupica.*® Nastanak sulfatnog
radikala prikazan je na Slici 40, a iniciran je fotokemijskom disocijacijom persulfatnog iona,
kao $to je ranije opisano. Sulfatni radikal poti¢e odcjepljivanje vodikova atoma vezanog na a-
ugljik triptofana (analogno prikazanom na Slici 40, za razliku od odvlacenja s duSikova atoma
u ovom slucaju reakcija se odvija na ugljikovu atomu peptidne okosnice), pri ¢emu nastaje
radikal peptida sa slobodnim elektronom na atomu C, triptofana (Slika 41). Nizom reakcija
pregradnje i cijepanja Cs—C, veze triptofana nastaje dehidrogenirani indolni radikal [Ind]--2 te

ion [M-116]" ¢&ija je masa uveéana za masu protona zbog cijepanja prstena daptomicina.

lipid lipid liid i‘P“’
| |
HN peptid HN peptid eptid HN eptid
. - . e HN pep P
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H.f CH2: CHﬁ
/ — H —_— ||_| JEE——
\. N [M-1 16]+
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H H C/|2 +e +
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Slika 41. Mehanizam dekompozicije postranog triptofanskog lanca daptomicina pri ¢emu u
izvoru iona nastaje ion [M-116]" djelovanjem amonijevog persulfata.®
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Dodatkom amonijevog persulfata u izvoru iona spektrometra masa pojacava se i
fragmentacija enfuvirtida, peptida koji sadrzi kemijski modificirani C-kraj i N-kraj (amidacija
1 acetilacija). lako prema objasnjenom modelu mobilnog protona acetilacija povecava
nasumicni raspored protona unutar iona smanjujuci bazi¢nost peptida, a time i u¢inkovitost
fragmentacije,”> dodatkom amonijevog persulfata poniSten je navedeni uéinak.
Fragmentacijom u izvoru iona zamijecene su novonastale y- I b-serije iona, no najveéi udio
iona pripada internim fragmentima (Slika 22). Interni fragmenti na ¢ijem se C-kraju nalaze
Asn, Glu i GIn predstavljanju najintenzivnije ione u spektru masa, $to je u skladu s
literaturnim navodima.®*®

Predlozeni radikalski mehanizam fragmentacije persulfata potvrden je fragmentacijom
kemijski obiljezenih triptickih peptida s derivatima disulfonske kiseline (ortho, para i meta,
para), benzaldehid-2,4-disulfonskom kiselinom i benzaldehid-3,4-disulfonskom kiselinom uz
koristenje kolizijske celije bez uvodenja kolizijskog plina. Zabiljezeni derivatizirani ioni
produkti su izobarni jer sadrze modificirani N-Kraj peptida derivatima iste molekulske mase te
ih je moguce detektirati uz negativnu ionizaciju kao a-, b- i c-seriju iona. Fragmentacijom
peptida obiljezenog 0, p-derivatom dominantno nastaje b-serija iona, dok m, p-derivat
fragmentira dajuéi vrlo intenzivnu a- i c-seriju iona (Tablica 11). Razlika u fragmentacijskim
profilima proizlazi iz razlicitih udaljenosti supstituiranih sulfo-skupina. Budu¢i da su sulfo-
skupine u m, p-polozaju stericki bliske, u plinovitoj fazi najvjerojatnije nastaje persulfat.
Cijepanjem persulfata nastaju sulfatni radikali koji na prethodno opisani na¢in mehanizmom
radikala rezultiraju nastankom a- i c-serije iona.

Djelovanje amonijevog persulfata kao inicijatora fragmentacije u izvoru iona
spektrometra masa ima i svoja ograni¢enja. lako je pokazano da u koncentraciji 30 mmol 1™
pozitivno djeluje na fragmentaciju u plinovitoj fazi u izvoru iona spektrometra masa neovisno
o ciklizaciji, lipidaciji i C-terminalnoj i N-terminalnoj modifikaciji (amidaciji i acetilaciji)
peptida veli¢ine do 4,7 kDa, pri navedenim uvjetima APS nije utjecao na fragmentaciju
linearnog proteina rHUG-CSF (18,8 kDa), koji sadrzi intramolekulske disulfidne veze.
Proucavajuéi literaturu, nije pronadeno utjece li amonijev sulfat na fragmentaciju proteina
veée molekulske mase u izvoru iona te kakav je njegov utjecaj na disulfidne veze, jer su
pokusi bili usmjereni na sintetske 1 tripticke peptide te lipide:.s'sz'92 Iako je u literaturi vec
opisano laserom inducirano reduciraju¢e djelovanje spojeva koji sadrze hidroksilnu skupinu

3

matrica DHB, hidrokinon, itd.) preko radikalskih intermedijera na disulfidne veze,™ nije
( i hidroki itd.) prek dikalskih i dij disulfid o ij
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zamijeé¢ena redukcija disulfidnih veza kod protein rHuG-CSF (intramolekulske disulfidne
veze), kao niti kod inzulina (intermolekulske disulfidne veze). U slucaju rHUG-CSF, mjerljivi
ucinak bi se uoCio pri porastu mase za 4 Da, dok bi se u spektru masa inzulina nakon
redukcije disulfidnih veza trebala detektirati dva peptida, od kojih bi svakom porasla masa za
2 Da.

5.3. Derivati benzensulfonske kiseline kao inicijatori fragmentacije

Odabrani derivati za ispitivanje fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona ukljucivali su
derivate benzensulfonske kiseline: nitrate, sulfonamide, sulfonil-kloride i sulfone. Potencijalni
inicijatori fragmentacije odabrani su obzirom na njihovu sposobnost produkcije radikala u
reakcijama sinteze. Tako je utvrdeno da arilni nitrati (npr. matrica 5-nitrosalicilna kiselina)”
imaju oksidiraju¢e djelovanje tijekom iniciranja fragmentacije peptidnih iona radikalskim
mehanizmom, dok pulsnom UV-fotodisocijacijom arilnih sulfona i sulfonil-klorida u otopini

dolazi do nastanka radikala.’*®

Iako se fotodisocijacija odvija pri odredenoj valnoj duljini
(npr. 248 nm, 254 nm, 365 nm, 436 nm, itd.) arilni sulfoni i sulfonil-kloridi dodatno se mogu i
termicki razgraditi, pri ¢emu je temperatura dekompozicije ovisna o vrsti supstituenta na

benzenskom prstenu.®%

Temperature termicke dekompozicije pojedinih sulfona su, ovisno o
supstituentu, oko 300 °C.%

Kod dijela spojeva za koje bi se ocekivalo djelovanje inicijatora fragmentacije u
izvoru iona (benzaldehid-3,4-disulfonska kiselina, 4-tert-butilbenzensulfonamid, di-(4-tert-
butilfenil)-sulfonamid, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonska kiselina, 4-tert-butilbenzensulfonil-
klorid) nije zamije¢en ucinak poboljSanja fragmentacije nijednog od ispitanih peptida i
proteina. Uzevsi u obzir gore spomenute ¢injenice, moguce je da su navedeni spojevi termicki
nestabilni pri temperaturi koja se lokalno postize u izvoru iona u instrumenta MALDI ili da ne
dolazi do njihove fotodekompozicije pri valnoj duljini iradijacije koristenog Nd:YAG lasera
(355 nm). Ucinak inicijatora fragmentacije peptida zamijecen je kod 2,4,6-
trinitrobenzensulfonska Kiseline, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida, 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonil-klorida te  (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfona. Dodatkom svakog
pojedinog inicijatora fragmentacije narusava se kristalizacija matrice i peptida, §to se ocituje u

nehomogenosti kristala, no u¢inak poboljsanja fragmentacije nije izostao uz pojacanu lasersku
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snagu, identi¢no kao pri koristenju amonijeva sulfata.® Takoder je uodeno smanjenje
kemijskog Suma u prvom stupnju MS-analize.

Djelovanjem TNBS na peptid ACTH u izvoru iona nastali su ioni produkti b-, c-, a- i
y-serije iona, kao i interni fragmenti (Tablica 8). Kao $to je ranije spomenuto, pojacana
laserska snaga i desorpcija peptidnih iona zbog dodatka inicijatora fragmentacije rezultira

nastankom b-, y- i a-iona.®®

Medutim, nastanak c-serije iona moguce je objasniti jedino
radikalskim mehanizmom. Laserom inducirana termodisocijacija i fotodisocijacija 2,4,6-
trinitrobenzensulfonske kiseline pri ¢emu nastaju 2,4,6-trinitrobenzensulfonski i vodikovi
radikali, omogucuju reduciraju¢e djelovanje inicijatora (Slika 42). Slijedi prijenos vodikova
radikala na kisik karbonilne skupine u peptidnoj vezi te cijepanje veze NH-C s C-terminalne

ili N-terminalne veze $to rezultira nastankom c-serije iona.®
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Slika 42. Mehanizam nastanka radikala fotokemijskom dekompozicijom 2,4,6-
trinitrobenzensulfonske kiseline (TNBS) u plinovitoj fazi u izvoru iona.

[ako TNBS sadrzi i tri nitro-skupine, bilo bi za ocekivati da djeluje sli¢no kao i
oksidiraju¢a matrica (npr. 5-nitrosalicilna kiselina) uz nastanak a- i x-serije iona.®® Buduéi da
je izostao nastanak d- i X-serija iona, o€ito je energetski povoljniji reducirajuci u¢inak kiseline
(uz nastanak vodikovog radikala) od oksidiraju¢eg ucinka (nastanak peptidnog radikala s
manjkom vodika) jer je viSak elektrona stabiliziran rezonancijskim uc¢inkom 1 induktivnim
u¢inkom elektrofilnih nitro-skupina u o-, m- i p-polozaju.

Reduciraju¢i uc¢inak uocen je djelovanjem inicijatora fragmentacije 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonamida ¢ijim su djelovanjem na fragmentaciju ACTH nastali novi satelitni
ioni d-serije. Uz satelitne ione, dolazi i do povecanja intenziteta signala ve¢ postojece a-, b- i
y-serije iona (Tablica 9). Ovakav ucinak zamije¢en je kod reduciraju¢ih matrica (1,5-
diaminonaftalena i 5-aminosalicilne kiseline), koje takoder sadrze amino skupinu - donor

vodikova radikala.®® Fragmentacija peptidnih iona u izvoru iona vodena je radikalskim
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mehanizmom pri ¢emu nastaje d-serija iona, dok se porast intenziteta a-, b- i y-serije iona
moze objasniti termalno induciranim mehanizmom koji je zamijecen i tijekom fragmentacije
peptidnih iona u izvoru iona u prisutnosti reducirajucih matrica.”®®*%® Osim navedenog,
fragmentacijom cikli¢kog lipopeptida daptomicina nastaje i spomenuti ion [M-116+H]"
m/z 1505 (struktura prikazana u Tablici D1 u Dodatku) uslijed pucanja prstena i cijepanjem
bo¢nog lanca triptofana radikalskom mehanizmom. Na isti nadin nastaje i detektirani ion
[M-130+H]" m/z 1489 (struktura prikana u Tablici D1 u Dodatku), pri ¢emu gubitak mase od
130 Da odgovara cijepanju veze C,—Cg triptofana, koje se odvija radikalskim mehanizmom.
Cijepanje ove vrste detektirano je u peptidima koji sadrze sulfoksidne analoge metionina
kovalentno vezanih peptidnom vezom na triptofan, pri ¢emu dolazi do prijenosa protona s N-
terminalnog dijela triptofana na kisik sulfoksida, Sto olakSava gubitak neutralnog bocnog

lanca triptofana.®®®’

Budu¢i da, promatrajuci slijed aminokiselina daptomicina, metionin nije
kovalentno vezan s N-terminalnim triptofanom, moze se pretpostaviti da dolazi do prijenosa
protona s N-kraja na kisik sulfonamida. lako 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamid nije utjecao na
pojacanu fragmentaciju u izvoru iona, navedeni inicijator fragmentacije omogucio je
viSestruku protonaciju proteina rHUG-CSF (Cak i do cetverostruke zabiljeZzene protonacije)
koja je detektirana u linearnom nacinu rada spektrometra masa. Budu¢i da je eksperimentalno
dokazano da prema modelu mobilnog protona visestruka protonacija omogucuje veci broj
mobilnih protona 1 olakSano cijepanje usmjereno nabojem, potrebno je manje energije za
fragmentaciju.®* Radi toga je iznenadujuce §to, unato¢ nastanku vrlo intenzivnih visSestruko
protoniranih iona, nisu detektirani fragmenti koriste¢i ionsko zrcalo jer je ovaj nacin rada
dogodila u izvoru iona, ali je koli¢ina nastalih fragmenata bila nedostatna za detekciju.8
Zanimljivo je da je, za razliku od 3,5-di-tert-butilbenzensulfonamida, ucinak
poboljsanja  fragmentacije  izostao kod njemu  strukturno  slicnog  4-tert-
butilbenzensulfonamida. To je moguce objasniti nepovoljnim polozajem tert-butil-skupine
koja, iako je elektron-akceptorskog karaktera, ne moze stabilizirati visak elektrona koji bi
nastao formiranjem radikala uslijed prijelaza vodikova radikala s amino-skupine sulfonamida
na kisik karboksilne skupine peptidne veze. Takoder, uzevsi u obzir fotodisocijaciju,
primijenjena valna duljina od 355 nm nije prikladna za nastanak 4-tert-butilfenil radikala (uz

oslobadanje SO,) koji bi inicirali fragmentaciju u izvoru iona.*
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Inicijator fragmentacije (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfon pospjesio je nastanak
internih fragmenata te samo jednog d-iona uz porast intenziteta signala ve¢ postojece a- i b- i
d-serije iona, koje nastaju bez dodatka ovog inicijatora fragmentacije (Tablica 9). Interni
fragmenti, kao i spomenuta d-serija iona, sadrze terminalne Lys ili Glu, $to je zamijeceno i
kod fragmenata nastalih djelovanjem ostalih derivata sulfonske kiseline. Prema analogiji ve¢
opisanih mehanizama fotodisocijacije, kod (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-sulfona, mogla bi se
o¢ekivati dekompozicija spoja na 3,5-tert-butilfenilni i sulfonilni radikal. Nakon
fotodisocijacije iz sulfonilnog radikala nastaje sumporov dioksid kao izlazna skupina.** Zbog
nastanka radikala u izvoru iona ocekivao se znacéajniji porast intenziteta iona produkata, uz
nastanak novih serija fragmentnih iona. Nakon ispitivanja fragmentacije ACTH nije
zamije¢en znaajan ucinak poboljSanja fragmentacije nakon dodatka 3,5-di-(tert-butil)-
benzensulfona, dok su fragmentacijom daptomicina pod istim uvjetima nastala tri nova
fragmenta. Novonastali fragmenti formirani su dekompozicijom boc¢nog lanca triptofana
radikalskim mehanizmom (m/z 1336, m/z 1489 i m/z 1505, strukture prikazane u Tablici D1 u
Dodatku), sto upucuje na djelomiénu fotodisocijaciju 3,5-di-tert-butilbenzensulfona u izvoru
iona. Koli¢ina radikala nastala fotodisocijacijom nije dovoljna za fragmentaciju peptida koji
sadrze kemijski modificirane krajeve ili disulfidne veze. Dodatak (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-
sulfona omoguéava detekciju trostruke protonacije proteina rHUG-CSF, ali ne i poboljSanje
fragmentacije, kao $to je opisano u sluc¢aju dodatka 5-di-tert-butilbenzensulfonamida.

Laserskom UV iradijacijom homoliticki se cijepa 3,5-di-tert-butilbenzensulfonil-

klorida, pri Gemu nastaju klorid-sulfoksidni i 3,5-tert-butilfenil radikal.®*

Budu¢i da je
poboljsana fragmentacija uo¢ena samo na razini povecanja intenziteta signala ve¢ postojeéih
iona (koji nastaju i bez dodatka poboljsivaca), moze se pretpostaviti da valna duljina lasera ne
uzrokuje fotodisocijaciju i nastanak radikala. Povecana laserska snaga i olakSana desorpcija
peptidnih iona u prisutnosti navedenog sulfonil-klorida omogucuju olakSanu dekompoziciju,
koja se ocituje povecanjem intenziteta signala ve¢ postoje¢ih iona produkata. Ovime je
moguce objasniti 1 izostanak ucinka poboljSanja fragmentacije kod svih ostalih modelnih

peptida i proteina.

5.4. Inicijatori nastanka radikala kao inicijatori fragmentacije

Ucinak poboljsanja fragmentacije u plinovitoj fazi ispitan je za razlic¢ite termoinicijatore i

fotoinicijatora za koje je poznato da u mnogim industrijskim i laboratorijskim procesima sluze
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kao inicijatori nastanka radikala u otopini. Ispitani inicijatori se prema kemijskoj klasifikaciji
mogu podijeliti na aril-halogenide, perokside, ketone, i nitrile. Od ispitanih spojeva znacajan
ucinak poboljSanja fragmentacije pokazali su inicijatori koji su sadrzavali benzenski prsten
(benzoil-peroksid i benzofenon). Uc¢inak poboljSanja fragmentacije bio je izazvan i primjenom
kombinacija dvaju inicijtora azobisizobutironitrila i amonijeva persulfata. Zamijeceni ucinak
moguée je objasniti manjom reaktivnoScu, tj. veéom stabilnoS¢u radikala koji sadrze
benzenski prsten. Benzenski prsten stabilizira viSak negativhog naboja (elektrona)
rezonancijskim efektom. Pokazalo se da je iznimka trifenilmetil-klorid. Iako nije doslo do
homoliti¢kog cijepanja trifenilmetil-klorida i nastanka njegovih radikala u plinovitoj fazi
spektrometra masa (zakljuc¢ak izveden nakon izostanka ucinka poboljSanja fragmentacije),
trifenilmetil-radikali dobiveni su u otopini nakon dodatka cinka.

S druge strane peroksidi su pokazali vecu stabilnost 1 bolji u€inak nastanka radikala od
trifenilmetilklorida u plinovitoj fazi nakon priprave uzoraka u otopini te ionizacije i desorpcije
u spektrometru masa. Peroksidi su spojevi koji se pod utjecajem zracenja ili temperature

homoliti¢ki cijepaju dajuci u prijelaznom stanju radikale:*

Aceton peroksid moze postojati u obliku dimera (diaceton diperoksida) ili trimera (triaceton
triperoksida). Termicka dekompozicija trimera aceton peroksida egzotermni je proces i
uzrokuje burnu dekompoziciju, zbog Eega se spoj koristi kao eksploziv.*® Prema navodima iz
literature, radi svoje reaktivnosti,”® aceton peroksid korozivno djeluje na metalni laboratorijski
pribor, uz izostanak u¢inka poboljsane fragmentacije. Postoji moguc¢nost da je prije djelovanja
na proteine i peptide u spektrometru masa aceton peroksid izazvao pretjeranu degradaciju
peptida ili matrice na plocici, $to potvrduje izostanak signala tijekom analize spektrometrijom
masa.

Za razliku od aceton peroksida, utvrdeno je da benzoil-peroksid omogucava
poboljsanu fragmentaciju peptidnih iona u izvoru iona pri nizoj laserskoj snazi unato¢ uocene
nehomogenosti kristala matrice. Jaca laserska snaga djeluje na degradaciju benzoil-peroksida
u izvoru iona neradikalskim mehanizmima, Sto rezultira smanjenjem ucinka poboljSanja
fragmentacije. Djelovanjem benzoil-peroksida na peptid ACTH nastala je a-, b- i c-serija iona,

dok je djelovanjem na ciklicki lipopeptid daptomicin dodatno nastao x-ion te y-serija iona uz
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gubitak vode. Takoder je uocen porast intenziteta svih postoje¢ih iona koji nastaju u izvoru
iona bez dodatka benzoil-peroksida. Nastanak a- i c-serije iona moguce je objasniti
radikalskim mehanizmom, buduc¢i da u plinovitom stanju dolazi do termodegradacije i
fotodegradacije benzoil-peroksida na benzoiloksi-radikale.!® Buduéi da se radikalsko mjesto
(nespareni elektron) nalazi na kisiku karboksilne skupine, mehanizam djelovanja benzoil-
peroksida kao inicijatora fragmentacije identican je djelovanju amonijeva sulfata (Slika 40).
Radikalskim mehanizmom fragmentacije moguce je objasniti i degradaciju bocnog lanca N-
terminalnog triptofana koja je potvrdena detektiranim ionom m/z 1505 (struktura prikazana u

Tablici D1 u Dodatku), ¢iji je mehanizam nastajanja ve¢ opisan (Slika 41). Nastanak iona b-,
X- i y-serije objasnjen je termalno induciranim mehanizmom.®*®

Benzofenon je inicijator fragmentacije koji je pogodovao smanjenju kemijskog Suma,
kao i nastanku novih iona produkata peptida ACTH a-, y- i c-serije. Zamijecen je veliki broj
metastabilnih iona koji nastaju spontanom fragmentacijom peptidnih iona izmedu izvora iona
I analizatora masa. Djelovanje benzofenona kao inicijatora fragmentacije moguce je objasniti
nastankom radikala u izvoru iona uslijed iradijacije laserom, kao $to se dogada i u vodenoj
otopini (Slika 43).1°* Pri valnoj duljini 355 nm, §to je ujedno i valna duljina koristenog lasera,
u plinovitoj fazi nastaje radikal, koji ima oksidiraju¢e djelovanje na peptidne ione,
oduzimajuci vodikov radikal s amino-skupine peptidne veze ili a-ugljikov atom aminokiseline
(nastaje a- ili c-serija iona). Radikalski mehanizam fragmentacije potvrden je i detekcijom
iona produkata nastalih fragmentacijom pojedinih peptidnih iona u izvoru iona. Navedeni ioni
m/z 1505 i m/z 1489 (strukture prikazane u Tablici D1 u Dodatku) ukazuju na degradaciju

boc¢nog lanca triptofana, kao $to je ve¢ detaljno prikazano na Slici 41.
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Slika 43. Selektivna fotodegradacija benzofenona u otopini.'®*
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Koriste¢i azobisizobutironitril kao inicijator fragmentacije, usprkos svojstvu
homoliti¢kog cijepanja pri ¢emu nastaju radikali uz oslobadanje dusika (Slika 44), izostao je
ucinak poboljSanja fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona. Razlog izostanka ucinka
poboljsane fragmentacije je Sto pri uvjetima postignutim u izvoru iona ili ne nastaju radikali
ili su nastali radikali kratkozivuéi. Dodatkom amonijeva persulfata i azobisizobutironitrila
uoceno je sinergijsko djelovanje ovih dvaju inicijatora fragmentacije, tj. nastanak veceg broja
novih iona produkata (pretezito internih fragmenata) peptida eksenatida. Zamijeceni uéinak
moze se objasniti nastankom veceg broja radikala uzrokovanim kombinacijom vise puteva

nastanka.

Slika 44. Mehanizam nastanka radikala fotokemijskom dekompozicijom
azobisizobutironitrila.

Djelovanjem dvaju navedenih inicijatora, takoder je zamijeCeno cijepanje
intermolekulskih disulfidnih veza inzulina djelovanjem oksidirajueg inicijatora, pri ¢emu je
doslo 1 do viSestruke oksidacije sumpora na bocnom lancu cisteina vezanih disulfidnim
vezama (porast mase za 16 Da za svaki vezani kisik). Iako je najces¢i nacin cijepanja
disulfidnih veza redukcijom, takoder je moguée cijepanje oksidacijom.’®* Za oksidaciju
aminokiselina koriste se reaktivni kisikovi spojevi (hidroksilni radikal OH- i peroksidi
ROOR), reaktivni duSikovi spojevi (duSikov oksid, NO-) i reaktivni halogeni spojevi.
Nastavno na oksidaciju inzulina u teoriji su moguca tri stupnja oksidacije cisteina,'® a sva tri
su zabiljeZzena u spektrima masa. Oksidacija nije zamije¢ena kod vec¢ih proteina, pa tako
rHuG-CSF koji sadrzi dvije intramolekulske disulfidne veze, ima tercijarnu strukturu vise

hijerarhije i sloZenosti $to disulfidne veze ¢ini stericki nedostupnima.
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§ 6. ZAKLJUCAK

U ovoj disertaciji ispitan je ucinak inicijatora fragmentacije na fragmentaciju intaktnih
peptidnih iona u izvoru iona spektrometra masa MALDI-TOF/TOF. Najznacajniji ucinak
poboljsanja fragmentacije uocen je dodatkom amonijevog persulfata, kao i smjese amonijevog
persulfata i azobisizobutironitrila smjesi peptida i matrice na MALDI-ploc¢ici. Valja
napomenuti da se u sluaju amonijevog persulfata i1 azobisizobutironitrila radi o
novootkrivenim i izuzetno aktivnim inicijatorima fragmentacije, koji do izrade ove doktorske
disertacije nisu bili opisani u znanstvenoj literaturi. Nesto slabiji u¢inak uocen je kod derivata
benzensulfonske kiseline 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kiseline, 3,5-di-tert-
butilbenzensulfonamida, 3,5-di-tert-butilbenzensulfonil-klorida i (3,5-di-tert-butilfenil)-fenil-
sulfona te kod benzoil-peroksida i benzofenona. PoboljSanje fragmentacije ocituje se u
poboljsanju razlu¢ivanja, smanjenju kemijskog Suma, nastanku veéeg broja iona produkata te
povecéanju intenziteta signala iona koji su prisutni u izvoru iona, u odnosu na uvjete snimanja
bez dodatka inicijatora fragmentacije. Spektar masa dobiven u prvom stupnju MS-analize
gotovo je identi¢an tandemnom spektru masa uz primjenu kolizijske éelije, a vrlo intenzivni
ioni produkti nastali u prvom stupnju analize mogu se dodatno fragmentirati uz koristenje
kolizijske éelije (tzv. pseudo MS®). Metodologija poboljsane spektrometrije masa korak je ka
implementaciji viSestruke spektrometrije masa za rutinske analize proteina 1 peptida
pristupom odozgor nadolje.

Koristeni inicijatori fragmentacije iniciraju fragmentaciju peptidnih iona radikalskim
mehanizmom. Svi od prije navedenih inicijatora fragmentacije tvore radikale homolitickim
cijepanjem uslijed termodegradacije ili fotodegradacije djelovanjem pulsnog laserskog
zracenja (valne duljine 355 nm) u plinovitoj fazi u vakuumu spektrometra masa. Mehanizam
fragmentacije peptidnih iona u izvoru iona iniciran radikalima objasnjen je na primjeru
djelovanja persulfata. Fotodegradacijom persulfata nastaje sulfatni radikal, a slobodni elektron
na kisikovu atomu odvlac¢i proton s iona peptida iniciraju¢i fragmentaciju. Radikalski
mehanizam potvrden je fragmentacijom kemijski obiljeZenih triptickih peptida i cijepanjem
boc¢nog lanca triptofana. Osim radikalskog mehanizma, fragmentacijski procesi u izvoru iona
uklju¢uju 1 termalno inducirani mehanizam, buduci da inicijatori fragmentacije imaju i

desolvatacijsko djelovanje na peptidne ione, ¢ime olakSavaju fragmentaciju.
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Metodologija poboljsane spektrometrije masa razvijena je uglavnom na proc¢is¢enim
farmaceutskim peptidima (osim ACTH Kkoji to nije) te je pogodna za identifikaciju
biofarmaceutika tijekom proizvodnje, ispitivanja stabilnosti 1 klinic¢kih ispitivanja. Za razliku
od biofarmaceutika, implementacija navedene metodologije u proteomske analize bi uz razvoj
odgovarajuceg racunalnog programa uvelike ubrzala identifikaciju peptida i proteina posebice
onih koji sudjeluju u nastanku, progresiji i lije¢enju bolesti te otkri¢u biomarkera.

Radikalski inicijatori fragmentacije pokazali su se izuzetno uspjeS$nim tijekom
induciranja pseudo MS®-spektara, gdje su uspijevali kod MS?-instrumenata proizvesti vrijedne
strukturne podatke bez gubitka osjetljivosti i tocnosti analiza prisutnih kod spektrometrije
masa visih redova (MS®"). Primjenjeni pristup unaprjedenija dosadasnjih MALDI-tehnika
tandemne spektrometrije masa opisan u ovoj disertaciji doprinos je daljnjoj detaljnoj

strukturnoj analizi, koja do otkri¢a istrazivanih inicijatora fragmentacije nije bila moguca.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Kratica Engleski naziv Hrvatski naziv

AS Amonium sulfate Amonijev sulfat

AIBN Azobisisobutyronitrile Azobisizobutironitril

APS Ammonium persulfate Amonijev persulfat

5-ASA 5-aminosalicylic acid 5-aminosalicilna kiselina

BIRD Blackbody infrared radiative Disocijacija zraenjem crnog tijela
dissociation

BSA Bovine serum albumine Govedi serum albumin

CAF Chemically activated fragmentation ~ Kemijski aktivirana fragmentacija

C4 Butyl-silica gel Butilsilicijev dioksid

C18 Octadecyl-silica gel Oktadecilsilicijev dioksid

CHCA a-cyano-4-hydroxycinnamic acid a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina

1,5-DAN  1,5-diaminonaphthalene 1,5-diaminonaftalen

2,5-DHB  2,5-dihydroxybenzoic acid 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina

ECD Electron capture dissociation Disocijacija zahvatom elektrona

ETD Electron transfer dissociation Disocijacija prijenosom elektrona

FTICR Fourier transform ion cyclotron lonsko-ciklotronska rezonancija uz

resonance Fourierovu transformaciju

IRMPD Infrared multiphoton dissociation Multifotonska infracrvena disocijalcija

ISD In source decay Dekompozicija u izvoru iona

IT lon trap lonska stupica

MALDI Matrix-assisted laser desorption/ Matricom pomognuta ionizacija uz
ionization desorpciju laserskim zracenjem

MS Mass spectrometry Spektrometrija masa

MS/MS Tandem mass spectrometry Tandemna spektrometrija masa

m/z Mass-to-charge ratio Omjer mase i naboja

5-NSA 5-nitrosalicylic acid 5-nitrosalicilna kiselina

PMF Peptide mass fingerprinting Metoda otiska prsta

PMTC N-phenyl-O-methyl-thiocarbonate N-fenil-O-metil-tiokarbonat

PSD Post source decay Poslijeionizacijska fragmentacija

PTH Phenylthiohydantion Fenil-tiohidantoin

Q Quadrupole Kvadrupol

gTOF Duadrupole-Time of fligh Kvadrupol-analizator vremena leta

RP-HPLC Reverse phase high performance Tekuc¢inske kromatografije visoke
liquid chromatography djelotvornosti i sustav obrnutih faza

SA Sinapic acid Sinapinska kiselina
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Kratica Engleski naziv

Hrvatski naziv

SPITC 4-sulfophenyl isothiocyanate
rHuG-CSF Recombinant human granulocite
stimulating factor

TFA Trifluoroacetic acid

TIS Timed ion selector

TNBS 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid

TOF Time of flight

UPLC Ultra performance liquid
chromatography

uv Ultraviolet

Aminokiseline

Ala A Alanin
Arg R Arginin
Asn N Asparagin
Asp D Aspartat
Cys C Cistein
GlIn Q Glutamin
Glu E Glutamat
Gly G Glicin

His H Histidin
lle I Izoleucin
Leu L Leucin
Lys K Lizin
Met M Metionin
Phe F Fenilalanin
Pro P Prolin

Ser S Serin

Thr T Treonin
Trp W Triprofan
Tyr Y Tirozin
Val \/ Valin

Trifluoroctena kiselina

Dio koji omogucuje odabir iona
2,4,6-trinitrobenzensulfonska kiselina
Analizator vremena leta

Tekuéinska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti

Ultraljubicasto

4-sulfofenilizotiocijanat
Cimbenik rasta granulocitnih kolonija
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Tablica D1. Strukture i teorijske mase iona produkata nastalih fragmentacijom daptomicina.
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Tablica D1. Nastavak s prethodne stranice.
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§ 9. Dodatak XX
Tablica D1. Nastavak s prethodne stranice.
Struktura Teorijska Struktura Teorijska
masa masa
25 26
H
O N
T F
N 352,1503 i 341,2235
+H . + .
o y-ion b-ion
NH
NH, no” Yo \/\/\/\/\[r
(¢]
27 28
o0 _0 H
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) . on
NH, NH +H
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§ 10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 24.06.1982. g. u Zagrebu. Osnovnu Skolu Nikole Hribara zavrsila sam u Velikoj
Gorici. Nakon zavr$ene Klasi¢ne gimnazije u Zagrebu 2000. godine upisujem studij kemije na
Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Godine
2005. stekla sam zvanje diplomiranog inZenjera kemije izradivsi diplomski rad ,,Dobivanje
rekombinatnih proteina suvremenim ekspresijskim sustavima: primjer kvasceve seril-tRNA-
sintetaze” pod vodstvom akademkinje prof.dr.sc. lvane Weygand-Burasevi¢. Tijekom studija
sam na temelju uspjeha primala stipendiju grada Velike Gorice.

Godine 2005. zaposljavam se u Plivi-Istrazivanje i razvoj u Laboratoriju za tekuéinsku
kromatografiju i spektrometriju masa bave¢i se razvojem i validacijom metoda za analizu
malih molekula i proteina. Godine 2007. upisujem Doktorski studij kemije na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu.

Od 2009. radim kao znanstvena novakinja na Institutu ,,Ruder Boskovi¢* u
Laboratoriju za sistemsku biomedicinu. U znanstveno-istrazivaCckom radu Kkoristim
proteomski pristup koji ukljucuje elektroforetske metode, tekuéinsku kromatografiju i
spektrometriju masa u kombinaciji s pretrazivanjem proteinskih baza podataka za analizu
bioloskih uzoraka razli¢itih modela. Na medunarodnom natjecanju Alltechovih mladih
znanstvenika 2012. g. osvojila sam 2. mjesto u Isto¢noj Europi za napisani znanstveni rad.
Dobitnica sam stipendije L’Oreala Adria i hrvatskog povjerenstva za UNESCO “Za zene u
znanosti 2014*.

Govorim engleski 1 njemacki jezik te posjedujem vozacku dozvolu B kategorije.
Clanica sam Hrvatskog kemijskog drustva.
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determination. Anal. Chem. 85 (2013) 3940-3947.
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strenuous exercise in sporting dogs — a preliminary study. Vet. Clin. Patol. 42 (2013)
123-124.

5. D. Pavokovi¢, D. Poljuha, A. Horvati¢, N. Ljubesi¢, D. Hagége, M. Krsnik-Rasol,
Morphological and proteomic analyses of sugar beet cultures and identifying putative
markers for cell differentiation. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 108 (2012) 111-119.
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7. R. Pavisi¢, K. Hock, I. Miji¢, A. Horvati¢, M. Gecan, M. Sedi¢, M. Bukvi¢
Krajaci¢, M. Cindri¢, Recombinant human granulocyte colony stimulating factor pre-
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(2010) 110-119.

Ostali znanstveni radovi (4)
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autochthonous functional starter cultures in traditional Croatian fermented sausages.
Int. Food Res. J. 20 (2013) 1-6.

2. M. Cindri¢, M. Sedi¢, A. Horvati¢, 1. Dodig, Odredivanje aminokiselinske
sekvencije farmaceutskih peptida MALDI-TOF tandemnom spektrometrijom masa,
Rad Hazu 508, Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti - HAZU (ur.), Zagreb :
Hrvatska akademija znanosti i umjetnosti - HAZU, 2010. Str. 45-57.

3. M. Cindri¢, A. Markovi¢, A. Horvatié, Spregnute tehnike tekucinski kromatograf —
spektrometar masa: osnove metodologije i primjene, Medicina: glasilo Hrvatskoga
lije¢ni¢koga zbora, Podruznica Rijeka, 45 (2009) 218-232.
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1. S. Vucini¢, A. Horvati¢, M. Bujak, K. Miskovi¢, M. Cindri¢, M. Baus Loncar,
Proteomic profiling of intestinal proteins in TFF2 mice, Periodicum Biologorum,
Zagreb, 2012 (poster).
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need a backup? 6th Summer Course for Mass Spectrometry in Biotechnology and
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tvari iz Topiramat tableta, XX. Jubilarni hrvatski skup kemicara i kemijskih inZenjera,
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