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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Razni neuroloSki poremecaji i tumori mozga veliki su izazov danasnje medicine. Unato¢
nemalom broju istrazivanja na ovom podrucju, jo$ uvijek ne postoji prigodan nacin ranog
otkrivanja bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti ili glioblastoma multiforme
(GBM). Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije do 2030. godine broj oboljelih od
nekog oblika demencije iznosit ¢e oko 82 milijuna.! Gledajuéi pak tumore mozga, glioblastom
multiforme je iznimno agresivan oblik tumora mozga, a vjerojatnost prezivljavanja jos§ 5 godina
nakon otkrivanja ove bolesti je vrlo mala te iznosi svega 5,1%.% Budu¢i da je mozak dobro
zaSti¢en krvno-mozdanom barijerom (BBB, eng. the blood-brain barrier) do sada je bilo od
iznimne vaznosti pronac¢i markere koji mogu proéi tu barijeru i do¢i do ciljanog tkiva. Isto tako,
uglavnom su ti markeri imali svojstvo fluorescencije jer na taj na¢in mogu pomo¢i u efikasnijem
oznacavanju tumorskih stanica mozga S$to je izuzetno vazno tijekom resekcije tumora. Stoga je
vazno nac¢i markere koji mogu posluziti kao pokazatelji rane detekcije raznih neuroloskih

poremecaja pa mozda ¢ak i kao potencijalni lijekovi.

Za analizu markera 1 matrice mozga potrebna je brza, ucinkovita i osjetljiva metoda.
Spektrometrija masa (MS), kao instrumentalna tehnika, kojom se proucavaju ioni nastali
1onizacijom atoma ili molekula i njihove reakcije u vakuumu instrumenta, nudi se kao iznimno
korisna metoda za ovo podru¢je istrazivanja.> Nativna ESI-MS (spektrometrija masa uz
ionizaciju elektrorasprSenjem) odli¢na je metoda budu¢i da je nedestruktivna te je moguce
proucavati nekovalentne veze izmedu markera 1 proteina (pokazano je da nekovalentne
interakcije mogu biti ouvane u plinovitoj fazi metode ESI-MS).* S druge strane, za omjere
metala u cerebrospinalnom likvoru ili nekom drugom tjelesnom fluidu najces¢e se koristi
metoda ICP-MS (spektrometrija masa uz induktivno spregnutu plazmu) zbog moguénosti
multielementne analize. Prednost ove metode je i osjetljivost do koncentracijaung L' i pg L~

!'$to je nuzan uvjet za analizu elemenata u tragovima.’

Cilj je ovog rada okarakterizirati potencijalne markere za neuroloske bolesti i tumore mozga.
Spektrometrijom masa (ESI-MS)® okarakterizirat ée se cijaninske boje i njihovi

novosintetizirani konjugati koji imaju svojstvo prepoznavanja razlicitih konformacija proteina

Ruzica Soié Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

(o-uzvojnica, PB-nabranih ploca). Pokazano je da su cijaninske boje pogodne kako za
fluorescentno oslikavanje tumorskih stanica tako i za apoptozu tih stanica.” Osim
karakterizacije, ispitat ¢e se i vezanje cijaninskih boja na proteine, tocnije na protein IbpA
(derivat iz bakterije Escherichia coli, buduc¢i da masa ovog proteina iznosi oko 16 kDa pa je
pogodan za analizu spektrometrijom masa te kao modelni protein ima 7 -lanaca koji ¢ine [3-
nabrane ploc¢e). Nadalje, analitickom metodom ESI-MS okarakterizirat ¢e se i tripeptid FFA
(fenilalanil-fenilalanil-alanin) budu¢i da je ustanovljeno da mali peptidi mogu posluziti kao
modeli za amiloidnu agregaciju, a takoder su i potencijalni inhibitori potonje.® S obzirom na to
da je poznato da su razne bolesti mozga (poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti) povezane
s razli¢itim masenim omjerima metala (poput masenog omjera bakra i cinka) u odnosu na
masene omjere metala u sluéaju zdravih osoba’, ispitat ¢e se omjeri metala u cerebrospinalnoj
tekucini pacijenata metodom ICP-MS 1 usporediti dobivene vrijednosti s kontrolnim te povezati

rezultate s anamnezom pacijenata.

Ruzica Soié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bolesti mozga

Kod bolesti mozga velike probleme predstavljaju kako lijeCenje tako i sama dijagnoza.
Otkrivanje pojedinih bolesti mozga i dalje je slucaj tek u uznapredovaloj fazi §to uvelike
smanjuje mogucnost izljeCenja te samim time i povecava stopu smrtnosti. Bolesti mozga na
koje je fokusiran ovaj rad jesu neuroloski poremecaji poput Alzheimerove 1 Parkinsonove

bolesti, multiple skleroze te tumori mozga poput glioblastoma multiforme (GBM).
2.1.1. Barijere mozga, cerebrospinalni likvor i rano otkrivanje bolesti

Zbog krvno-mozdane barijere (BBB) i krvno-likvorske barijere (eng. the blood-cerebrospinal
fluid barrier, BCSFB) ljudski je mozak izvrsno zasti¢en od utjecaja toksi¢nih agensa te su ove
barijere zasluzne za odrzavanje homeostaze elemenata u tragovima na podruc¢ju mozga (barijere
mozga su prikazane na slici 1). Barijera BBB je visokoselektivna semipermeabilna membrana
koja dozvoljava prolazak do mozga jedino nepolarnim spojevima male molekulske mase (<400
Da) te esencijalnim elementima i metabolitima.'? Barijera BCSFB je membrana koja sprije¢ava
ulazak lijekova, toksina i mikroba do cerebrospinalnog likvora.!” S druge strane, kod terapije
lijekovima te barijere Cesto predstavljaju problem zbog oteZanog pristupa lijeka odredenom
dijelu mozga.'® Dakle, potrebno je razviti u¢inkovit na¢in prijenosa lijeka do mozga. Cijaninske
boje pokazale su se kao odli¢no rjeSenje buduci da mogu posluziti kao nosaci lijeka (uz to mogu
smanjiti dozu lijeka potrebnu za antitumorsko djelovanje ¢ak za 2/3 iznosa doze samog lijeka)
te je pokazano da mogu proéi vanjsku i unutarnju membranu mitohondrija.” Takoder, cijaninske
boje se proucavaju kao potencijalni markeri koji bi mogli posluziti u ranijem otkrivanju ve¢
spomenutih bolesti na na¢in da prepoznaju i vezu se na specifi¢ne biomarkere koje je moguce

pronaci u cerebrospinalnom likvoru ili serumu kao posljedica razvoja pojedine bolesti mozga.

Ruzica Soié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4
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Slika 1. Prikaz mozga i polozaja barijera mozga te cerebrospinalnog likvora (ilustracija je

preuzeta i prilagodena prema literaturnom izvoru: Fluids and Barriers of the CN.

Prije same analize djelotvornosti potencijalnih markera, potrebno je istraZiti utjecaj bioloSke
matrice. Poznato je da elementi u tragovima imaju bitnu ulogu u mnogim biokemijskim
procesima, naj¢es¢e kao komponente vitamina i enzima. Promjene u njihovim koncentracijama
ispod 1ili iznad ravnoteZzne granice mogu uzrokovati razne neuroloske bolesti poput
Alzheimerove bolesti ili amiotroficne lateralne skleroze (jedne od najucestalijih bolesti
motornih neurona u odraslih osoba). Pokazano je da je moguce pratiti razvoj neuroloSkih bolesti
analizirajuéi omjer raznih metala (poput masenih omjera bakra i cinka ili masenih omjera
kalcija i magnezija) u cerebrospinalnom likvoru buduci da su ti omjeri razliciti u likvoru zdrave

osobe i likvoru osobe s razvijenom bolesti mozga.’

Cerebrospinalni likvor (CSF), koji sudjeluje u ocuvanju funkcionalne 1 strukturne
cjelovitosti Ziv€anog sustava, pogodna je izluCevina za analizu bioloske matrice buduéi da
preslikava uvjete u mozgu jer je u izravnom doticaju s vanjskim dijelom mozga.!? Takoder,
prednost likvora je 1 manje kompleksna matrica u odnosu na krv (koja sadrzi nekoliko tisuca
proteina) 1 serum. Problem ovog fluida jest taj Sto je teSko dostupan za analizu i moguce ga je

analizirati tek nakon punkcije ledne mozdine koja mora biti odobrena u svrhu prevencije ili

Ruzica Soié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

lijecenja neke od bolesti mozga.'* Takoder, uzorci cerebrospinalnog likvora koji se koriste kao
referentni obi¢no su wuzorci pacijenata za koje se sumnjalo da imaju neku od

neurodegenerativnih bolesti, a analizom se razaznalo da je pacijent zdrav.!?

2.1.2. Tumori mozga

Najces¢i 1 najagresivniji oblik tumora mozga jest glioblastom multiforme (GBM), tumor
gradusa IV, odnosno stupnja najveée agresivnosti. Raste i §iri se vrlo brzo. Moze se javiti u bilo
kojoj Zivotnoj dobi, a najéesée se pojavljuje od cetrdesete godine nadalje.!* Lijecenje
glioblastoma multiforme sastoji se od kirurske resekcije, zatim radijacije i kemoterapije. Za
resekciju tumorskih stanica, koja moze znacajno doprinijeti produzetku Zivota oboljelih
pacijenata, potrebno je poznavati lokaciju tumorskog tkiva u mozgu. U tu svrhu najéesée se
koriste magnetska rezonancija, MRI (eng. magnetic resonance imaging) i pozitronska emisijska
tomografija, PET (eng. positron emission tomography) koje Cesto nisu dostatne za pracenje
tocnih polozaja i za odredivanje granice tumorskog tkiva, odnosno za odjeljivanje tumorskog
od zdravog tkiva. Zbog toga je bitno pronaci pogodne fluorescentne boje koje mogu pomoéi u
rjeSavanju navedenih problema i omoguditi potpuniju resekciju.'> Ako je tumor nedostupan
kirurSkom lije¢enju, pristupa se kemoterapijskom lijecenju (pri ¢emu su trenutno samo cetiri
lijeka za tumore mozga odobrena od FDA (eng. Food and drug administration).? Osim
glioblastoma multiforme, ostali oblici tumora su astrocitom, oligodendrogliom i meningeom
(najCesce benigne naravi). Rano otkrivanje i1 dijagnoza tumora, prije metastaziranja, uvelike
povecava Sansu izljecenja. Budu¢i da se analiza tumorskog tkiva vrsi tek posmrtno, potrebno je
na¢i nove nacine za analizu i1 rano otkrivanje bolesti. Primjerice, mikrookruZenje tumora
obiljezeno je kiselim pH i hipoksijom koji mogu posluziti kao indikatori za tumore.'¢ Takoder,
razvojem tumora mozga, u cerebrospinalni likvor (koji preslikava stanje u mozgu) se ispustaju
biomarkeri, poput mikroRNA (miRNA), koji mogu posluziti kao mete za sintetizirane markere,
poput cijaninskih boja te se na taj na€in potencijalno moze unaprijediti proces ranog otkrivanja

tumora mozga. 17

2.1.3. Amiloidne bolesti

Amiloidne bolesti ili amiloidoze su skupina ljudskih bolesti koje nastaju kao posljedica

pogreSnog smatanja proteina i neprirodnog povezivanja proteina u amiloidna vlakna i
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oligomere.!® U ovom procesu dolazi do stvaranja izvanstani¢nih amiloidnih vlakana ili
unutarstani¢nih inkluzija s kriznom B-nabranom strukturom te se nastali plakovi najcesce
pojavljuju u blizini neurona i neuroloski povezanih stanica.'®!'® Zbog nastanka reaktivnih
specija kisika dolazi do poja¢ane agregacije proteina, koja pak izaziva osteéenje mitohondrija.?’
Amiloidne bolesti ukljuuju neurodegenerativne poremecéaje poput Alzheimerove,
Parkinsonove, Creutzfeld-Jacobove i Huntingtonove bolesti, dijabetesa mellitus tipa 2,
amiotrofiéne lateralne skleroze te jo§ pedesetak razli¢itih bolesti.!® S obzirom na vrstu i razvoj
neurodegenerativnih bolesti, moze do¢i do nastajanja dimera, trimera, oligomera, plakova,
vlakana te mnogih drugih formi proteina.!® Alzheimerova i Parkinsonova bolest detaljnije su

opisane u sljede¢im odjeljcima.

2.1.4. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je oblik demencije koji pogada 5-15% populacije u dobi najcesce iznad
65 godina.?! Bolest se o¢ituje gubitkom paméenja i neprestanim mentalnim pogor§anjem §to
zatim uzrokuje nemoguénost samostalnog Zivljenja.?! Uzrok bolesti jest nastajanje amiloidnih
agregata (takozvani plakovi) zbog samoorganizacije skupine AB-proteina (Ap-40 1 AB-42) u
nitaste agregate (vlakna) koji izazivaju smrt stanica te gubitak sinapsi u pojedinim podrucjima
mozga poput sfere odgovorne za u€enje, ponasanje i pamcenje (proces agregacije prikazan na
slici 2).%%! Drugi je razlog razvoj intra-neuronskih neurofibrilarnih &vorova (eng. intra-
neuronal neurofibrillary tangles, NFTs) koji sadrze hiperfosforilirani tau protein.?? Vlakna su
gradena od savinutih paralelno orijentiranih B-nabranih ploca u obliku traka postavljenih

okomito s obzirom na os niti (eng. cross 8-sheet).®

U AB-proteinu mozga vazan je aminokiselinski slijed KLVFF (lizin-leucin-valin-
fenilalanin-fenilalanin) za tvorbu amiloidnih vlakna (jer stabilizira intra- 1 inter-molekulske
interakcije ukljuCene u stvaranje amiloidnih niti) 1 kao vezno mjesto za amiloidne boje te
potencijalne inhibitore amiloidne agregacije. Vodikove veze te hidrofobne i elektrostatske
interakcije izmedu B-nabranih plo¢a uzrokuju stabilnost i netopljivost agregata pa je potrebno
pronaci peptidomimetike koji mogu sprijeciti nastanak tih veza. Izvanstani¢ni amiloidni plakovi
nakupljaju se izmedu neurona koji kontroliraju pamcenje te na taj nacin ometaju normalnu

komunikaciju izmedu Zivéanih stanica.®
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Ne postoji specifi¢ni proteinski slijed koji se samoorganizira u vlakna $to dodatno otezava
istrazivanje mehanizma agregacije proteina — proces koji moze trajati nekoliko minuta, dana ili
godina. JoS uvijek ne postoji lijek koji moze sprijeciti razvoj ove bolesti, a broj oboljelih raste
svakodnevno s obzirom na porast broja populacije starije Zivotne dobi. Trenutno su male
organske molekule i peptidi najistrazivaniji potencijalni inhibitori amiloidne agregacije. Mali
peptidi se vezu na srediSnju hidrofobnu regiju proteina koja je zasluzna za stvaranje agregata i

na taj nadin sprje¢avaju nastajanje B-nabranih ploca koje slaganjem daju amiloidna vlakna.®

Nadalje, pokazano je da su koncentracije pojedinih metala u plakovima pacijenata oboljelih
od Alzheimerove bolesti razlic¢ite u odnosu na koncentracije tih metala u zdravom tkivu mozga
i to: 3,5:1 za magnezij, 3:1 za kalcij, 2:1 za Zeljezo, 3,5:1 za bakar i 2:1 za cink."” Cink i bakar
sudjeluju u reguliranju razine AB-proteina u cerebrospinalnom likvoru $to ukazuje na to da su
cink i bakar povezani s poc¢etkom i/ili napredovanjem Alzheimerove bolesti.?> Skupina Ap-
proteina moze vezati metale u redoks-aktivnoj formi preko aminokiselinskih ostataka koji
ukljucuju histidine te moze do¢i do stvaranja reaktivnih specija kisika, a §to je povezano s
povecanom koncentracijom Zeljeza, bakra i cinka u blizini plakova analiziranih tkiva mozga
umrlih pacijenata koji su bolovali od ove bolesti.?’ Poveéane koncentracije bakra pronadene su

unutar amiloidnih plakova i neurofibrilarnih ¢vorova.*

topljivi oligomeri protofibrili  amiloidni fibrili ="
monomer
LN ‘-% — B —
\ .

} = ! ; ’/
/ ; P ==
& % amiloidna nit
e i struktura "savinute"p-
_ T o
100 8 ~d ploce (eng. cross B-sheet

TEM slika amiloidne niti structure)

d=7-10nm

Slika 2. Prikaz nastajanja amiloidnih niti iz monomera proteina Ap.®
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2.1.5. Parkinsonova bolest

Parkinsonova je bolest progresivan poremeéaj centralnog Zivéanog sustava.>> Do razvoja ove
bolesti dolazi zbog abnormalne akumulacije a-sinukleina (malog proteina od 140
aminokiselina) u obliku oligomera u mozgu."” Do oligomerizacije dolazi zbog promjene
konformacije iz nativnog nesmotanog stanja u konformaciju p-ploce.?’ Najéesce se pojavljuje
kod ljudi starijih od 60 godina. Karakteristike Parkinsonove bolesti su drhtanje (tremor),
ukodenost, usporenost pokreta (bradikinezija) i abnormalnosti drzanja tijela.?® S razvojem
bolesti dolazi i do poteskoc¢a u gutanju, disanju i govoru te do depresije i demencije.?’ Ti su
simptomi posljedica nedostatka dopamina, to jest molekule potrebne za normalne 1 precizne
pokrete ljudskog tijela, a razvoj ove bolesti prati gubitak dopaminergickih neurona.?® Na razvoj
ove bolesti mogu utjecati mnogi faktori poput starenja, prehrambenih navika i okoli$nih faktora,
primjerice izloZenost metalima, pesticidima i fungicidima.?’ Takoder, kompleksi Cu'-a-
sinuklein i Cu**-a-sinuklein mogu uzrokovati oksidativno oSteéenje stanica stvaranjem

reaktivnih specija kisika $to pak potice nastajanje plakova i Parkinsonove bolesti. 3

2.2. Uloga metala kao dijela bioloSke matrice

Razli¢ite su uloge metala u mozgu poput esencijalne uloge u vidu pravilnog funkcioniranja
mozga buduéi da osiguravaju zastitu od bolesti i reaktivnih specija kisika (ROS).” Takoder,
bitni su za pravilnu kataliticku aktivnost i transport u aktivno mjesto mnogih enzima.'
Homeostaza elemenata u tragovima odrzavana je kroz procese apsorpcije, distribucije
biotransformacije i ekskrecije’. Nakupljanje redoks-aktivnih prijelaznih metala u mozgu i
poremecaj u metalnoj homeostazi povezani su s pojavom neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove i Parkinsonove bolesti.”?? Kontrola prostorne raspodjele elemenata u mozgu
iznimno je vazna za potpuno shvacanje njihovog biokemijskog znacaja.’ Pokazano je da
permeabilnost BCSFB uzrokuje variranje koncentracija pojedinih metala u mozgu (primjerice
mangana, zeljeza, bakra i cinka) pri ¢emu mangan u puno vecem postotku prelazi barijeru u
odnosu na ostale navedene metale, budu¢i da ti metali prelaze barijeru u obliku kompleksa
velikih molekulskih masa.?’ Nadalje, izmedu mnogih esencijalnih elemenata, dvije tre¢ine
proteina koriste Zeljezo, bakar, cink ili mangan za njihovo pravilno funkcioniranje.>* Zbog toga

su poremecaji u homeostazi ovih metala ¢esto odgovorni za razne neuroloske bolesti.>*
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Istrazivanja na tkivima mozga umrlih pacijenata koji su bolovali od Alzheimerove bolesti
pokazuju da dolazi do akumulacije Cu, Fe i Zn u velikim koncentracijama unutar AP plakova.?
Prema tome, moze se pretpostaviti potencijalna uloga kelatiranja metala u terapijske svrhe
sprjeCavanja ili usporavanja razvoja neurodegenerativnih poremecaja poput Alzheimerove
bolesti.?? Porast koncentracije cinka i smanjenje koncentracije bakra u crnoj tvari mozga (lat.

Substantia nigra) pove¢avaju podloznost stanica oksidativnom osteéenju.?’

Jos uvijek ne postoje ujednacena i uniformna mjerenja koja bi davala egzaktne brojke u vezi
koncentracija pojedinih metala i njihovih omjera u cerebrospinalnom likvoru. Razlog tomu jesu
niske koncentracije metala u likvoru, moguce kontaminacije tijekom uzimanja uzorka i analize,
primjerice oneciS¢enje pojedinim metalom moZe se izazvati medicinskim postupkom lumbalne
punkcije pri kojemu se koristi metalna igla ili pak oneciS¢enje Cesticama metala iz zraka tijekom
analize buduéi da su masene koncentracije metala u likvoru najéedée u pg L'.?® Takoder,
razlike u koncentracijama pojedinih metala u cerebrospinalnom likvoru objavljenim u
razli¢itim radovima mogu biti posljedica razliCite prehrane te nacina Zivota i okoli$nih uvjeta u
kojima pacijenti s pojedinom neurodegenerativnom bolesti Zive.?® Pove¢ane koncentracije
sljede¢ih metala: Zeljeza, kalcija, cinka i bakra pronadene su u hipokampusu i korteksu,
odnosno u dijelovima mozga gdje se najveéi broj amiloidnih nakupina pojavljuje.?> Pokazano
je da godine i spol pacijenata nemaju znac¢ajni utjecaj na razliku u koncentracijama metala u

cerebrospinalnom likvoru,!%2%:3°

2.2.1. Cink

Cink je vrlo vazan element za pravilan rad vise od 300 enzima te za sinapticku neurotransmisiju
i stabilizaciju struktura proteina.” U mozgu se cink nalazi najées¢e kao dio metaloproteina (90
%). Do mozga se prenosi preko barijera BBB i BCSFB pomoéu cink-transportera.’ Vazan je i
u stabilizaciji strukture mijelina i zato je visoko koncentriran u bijeloj tvari mozga.” U
normalnim fizioloS8kim uvjetima razina nevezanog cinka regulirana je metalotioneinom 1
superoksid dismutazom (SOD).?> Za vrijeme bolesti cink moze ostati nevezan kroz duzi
vremenski period te tako stupiti u interakciju s AB-proteinom i pripomognuti u stvaranju
amiloidnih agregata.?? Povisena koncentracija cinka moZe uzrokovati osteéenje postsinaptickih
neurona.’® Znadajno niZe koncentracije cinka u cerebrospinalnom likvoru pacijenata koji boluju

od Parkinsonove bolesti pronadene su u odnosu na koncentraciju u likvoru zdravih osoba.?’
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2.2.2. Bakar

Bakar je kofaktor mnogih enzima koji imaju iznimnu ulogu u reakcijama sinteze neuropeptida
i neurotransmitera.” Pronadene su veée koncentracije bakra u cerebrospinalnom likvoru
pacijenata oboljelih od Parkinsonove bolesti, u odnosu na koncentraciju bakra u likvoru zdravih
ljudi.?” Bakar se prenosi do mozga kao slobodni ion (Cu*) preko barijere BBB i otpusta se u
cerebrospinalnom likvoru.” Zatim koroidne epitelijalne stanice apsorbiraju bakar iz likvora.’
Bakar se preferencijalno veze na pravilno ili nepravilno smotane proteine, odnosno veze se na
fragmente bogate histidinima.'® Ako koncentracija Cu(I) u stanicama nije kontrolirana, Cu(II)
se moZe vezati na AB-protein §to moZe izazvati stvaranje vodikovog peroksida.'® Zatim dolazi
do redukcije u Cu(I) (primjerice pomocu nikotinamid adenin dinukleotida, NADH) te u reakciji
kompleksa AB-Cu(I) s vodikovim peroksidom dolazi do stvaranja hidroksilnih radikala i
reaktivnih specija kisika koji dalje poti¢u nastajanje kovalentnih veza izmedu proteina $to
dovodi do nastajanja plakova, a posljedica toga jest razvoj neurodegenerativne bolesti (proces

prikazana na slici 3)."

AB .. A
Cu Cu Cu

Slika 3. Prikaz nastajanja agregata iz monomera Af} pod utjecajem nekontrolirane

koncentracije bakra u stanici.'”

2.2.3. Zeljezo

Zeljezo je kofaktor u sintezi mijelina i neurotransmitera.’ Takoder, ima bitnu ulogu u
oksidativnom metabolizmu te je vazan za pravilno funkcioniranje mozga.’ Nadalje, vazan je i
kod prijenosa kisika, u metabolizmu glukoze, replikaciji DNA te prijenosu elektrona.’
Transport Zeljeza do mozga odvija se preko barijera BBB i BCSFB, pomo¢u transferina.’

Prekomjerno nakupljanje Zeljeza moze dovesti do razvoja reaktivnih hidroksilnih radikala, koji,
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kao i u sludaju bakra, poti¢u agregaciju proteina i stvaranje plakova.” Pronadene su vece
koncentracije Zeljeza u cerebrospinalnom likvoru pacijenata oboljelih od Parkinsonove i

Alzheimerove bolesti, u odnosu na koncentraciju Zeljeza u likvoru zdravih ljudi.?*?’

Oligodendrociti (glija stanice koje izgraduju mijelinske ovojnice aksona srediSnjeg Ziv€anog
sustava) za visoko-energetski proces izgradnje mijelinske ovojnice koriste zZeljezo, ¢ijim
poremecajem homeostaze ili smanjenjem koncentracije dolazi do narusavanja odrzivosti ovih
stanica, a Sto za posljedicu moze imati razvoj raznih demijelinizirajucih bolesti poput multiple

skleroze.’!

2.2.4. Mangan

Mangan je, takoder, bitan za pravilno funkcioniranje mnogih enzima poput transferaza,
izomeraza, ligaza, hidrolaza i oksidoreduktaza.!* Ukljucen je u regulaciju krvnog Secera,
proizvodnju energije u stanicama, rast kostiju, zgruSavanje krvi, detoksifikaciju od
superoksidnih slobodnih radikala te u mnoge druge funkcije. Barijeru BBB prijelazi najve¢im
postotkom u obliku kompleksa Mn-citrat ili kao ion Mn**.!* Prevelik unos mangana uzrokuje

gubitak dopamina, a time i razvoj Parkinsonove bolesti te demencije.’

2.3. Markeri

Organski ili biokemijski markeri mogu biti indikatori specificnog bioloSkog stanja. Razne vrste
markera, poput organskih boja 1 malih peptida, istraZzuju se u svrhu rane dijagnoze i detekcije
bolesti te u svrhu oslikavanja ciljanog tkiva ili kao nosaci za prijenos lijeka do Zeljenog mjesta
u organizmu. Pojedini markeri imaju potencijalnu primjenu i u apoptozi tumorskih stanica ili u
usporavanju/zaustavljanju razvoja amiloidnih agregata. Veliki problem vecine markera

predstavlja slaba osjetljivost 1 specifi¢nost te nestabilnost u bioloskoj okolini.

2.3.1. Cijaninske boje

Cijaninske boje mogu biti prirodne, poput kurkumina ili sintetizirane, poput heliantina, a
predstavljaju obecavajuéu skupinu fluorescentnih boja 1 anti-tumorskih lijekova zbog

citotoksi¢nog efekta prema malignim stanicama. Prvu cijaninsku boju sintetizirao je C. H. G.
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Williams 1856. godine, a podrijetlo imena lezi u intenzivnoj plavoj boji tog spoja (gr¢. kyano
= plavo).*? U ovih gotovo 150 godina od prve sinteze, cijaninske boje upotrebljavale su se, ili
se 1 danas koriste, na podrucju fotografija, lasera, solarnih celija, poluvodica te u medicini,
primjerice kao fluorescentne probe.*? Osnovna struktura cijaninskih boja jest polimetinski most
koji povezuje dva atoma dusSika na koja je vezan ostatak organske strukture. Najcesée su ti
dusici dio heterociklicke aromatske skupine poput indola, kinolina, benzoksazola ili
benzotiazola, $to u cjelini ¢ini konjugirani sustav prikazan na slici 4.>3 Benzotiazolni derivati
imaju planarnu strukturu koja je nuzna za vezanje cijaninskih boja na nukleinske kiseline pa iz
tog razloga ove boje mogu posluziti kao efikasni biologki markeri.>? Primjerice, benzotiazolni
spojevi veé su prije istrazivani kao in vivo sustavi oslikavanja za Alzheimerovu bolest.>* Za
vezanje malih molekula poput cijaninskih boja na amiloidne peptide i proteine potreban je
aromatski i anionski karakter tih boja.>* Supstituenti na aromatskim prstenovima koriste se u
svrhu poveéanja topljivosti ili agregacije.>* Boje mogu biti simetri¢ne i asimetri¢ne, ovisno o
tome nalaze li se na krajevima polimetinskog mosta isti ili razli¢iti supstituenti.>* U otopinama

dolazi do porasta agregacije cijaninskih boja s porastom duljine polimetinskog mosta.*

Cijaninske boje su potencijalni nekovalentni fluorescentni markeri za in vivo oznacavanje
stanica i proteina, za praéenje agregacije proteina i nukleinskih kiselina.’®> Nadalje, ove boje
mogu se vezati na DNA 1 RNA kovalentnim vezama, vodikovim vezama ili elektrostatskim 1
drugim nekovalentnim interakcijama, pri ¢emu im se povecava intenzitet fluorescencije buduci
da vezanjem dolazi do smanjenja torzijske mobilnosti oko polimetinskog mosta.*> Ova se
prednost moZe iskoristiti 1 u slucaju vezanja cijaninskih boja na mikroRNA — biomarker koji se
u cerebrospinalnom likvoru javlja kao posljedica razvoja glioblastoma multiforme. Pokazano
je kako cijaninske boje imaju moguénost antiproliferativnog djelovanja na kancerogene stanice
na nacin da inhibiraju signalizaciju receptora tirozin kinaze (RTK), pri ¢emu neki od njih,
takoder, induciraju apoptozu malignih stanica.*® Takoder je pokazano kako ove boje selektivno
oznacuju i/ili razaraju tumorske stanice, a puno manji utjecaj imaju na zdrave stanice ljudskog
organizma.*®*’ Karakteristike nekih cijaninskih boja su i mala citotoksi¢nost te izvrstan stani¢ni
unos i specifi¢no fluorescentno oznac¢avanje mitohondrija.*® Prednost cijaninskih boja je i ta §to
mogu posluziti kao nosaci lijekova te uz to ¢esto daju veci postotak inhibicije tumorskih stanica

u odnosu na taj postotak za sami lijek.>>°
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Slika 4. Osnovna struktura cijaninskih boja s najc¢es¢im heterociklima na krajevima

polimetinskog mosta.*?

Ciljano dovodenje terapijskog agensa do mitohondrija je ucinkovit nacin eliminiranja
tumorskih stanica budu¢i da lijek moZe djelovati u sredistu stanice.** Takvo je djelovanje
povezano sa zna¢ajnom ulogom mitohondrija u oksidativnom metabolizmu i apoptozi stanica.*!
Specifi¢no ciljanje mitohondrija samo tumorskih stanica moguce je pomocu cijaninskih boja
koje mogu selektivno ,,prepoznati‘‘ vi§i negativni potencijal unutarnje membrane mitohondrija
tumorskih stanica (A¥Wm = -220 mV) u odnosu na potencijal unutarnje membrane mitohondrija
zdravih stanica (A¥Ym = -150 mV do -180 mV) ili mogu prepoznati prekomjerno stvaranje
reaktivnih specija kisika (ROS).*® Tako bi cijaninske boje mogle izazvati smrt tumorskih
stanica na nacin da ostete njihov mitohondrij.*’ Za prolazak membrane mitohondrija potrebno
je da boje imaju lipofilni karakter, a za nakupljanje u membrani s visokim negativnim
potencijalom potrebno je da imaju pozitivan naboj. Preferencijalno nakupljanje cijaninskih boja
u tumorskim stanicama u odnosu na zdrave stanice povezano je sa skupinom OATP (organskim
anionskim transportnim polipeptidima, koji se prekomjerno nakupljaju u tumorskim stanicama)
i hipoksi¢nim uvjetima u slu¢aju tumora.*® Interakcije I.--m koje se pojavljuju u cijaninskim
bojama, s energijama vezanja sli¢nim vodikovim vezama: E = 20-50 kJ mol™!, izmedu aniona i
aromatskog prstena vazne su za smanjenje moguénosti agregacije boja u otopinama.** Takoder,
pokazano je kako neke cijaninske boje s jodidnim anionom mogu izazvati stvaranje reaktivnih
specija kisika i topline u stanici te na taj na¢in moze do¢i do apoptoze stanica.*’ Usporedujuéi

th s ostalim organskim NIR (blisko infracrveno podrucje, eng. near infrared) bojama,
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cijaninske boje imaju veéu sposobnost preferencijalnog nakupljanja u tumorskim stanicama,
vecu stabilnost u in vivo sustavima, nisku autofluorescenciju u tkivu te vece antitumorsko

djelovanje.*
2.3.2. Fenilalanil-fenilalanil-alanin (FFA)

Fenilalanil-fenilalanil-alanin (FFA) je tripeptidni derivat koji je peptidomimetik. FFA koriSten
u ovom radu je sintetiziran tako da ima acetilnu zastitnu skupinu (struktura prikazana na slici
5), a pokazano je da su acetilni tripeptidi s aminokiselinskim slijedom FFA dobri gelatori vode
1 polarnih te aromatskih otapala. Mali peptidi poput FFA sadrZe sve informacije potrebne za
samoorganizaciju u tipi¢na amiloidna vlakna. Nadalje, FFA moze posluziti kao model AB-
proteina u svrhu istrazivanja vezanja razlicitih organskih molekula na amiloidne agregate te
razvoja novih inhibitora amiloidne agregacije. Proces samoudruzivanja odreden je
elektrostatskim, van der Waalsovim 1 n-m interakcijama te vodikovim vezama i solvofobnim
efektom. lako viSestruko slabije od kovalentnih veza (Eqis (kovalentne veze) = 40-250 kcal/mol,
Edis (nekovalentne veze) = 1-40 kcal/mol)*, ove nekovalentne veze kumulativno mogu
doprinijeti stvaranju samoorganiziranih sustava. Alanin kao alifatski ostatak omogucuje
hidrofobne interakcije. Aromatske kiseline poput fenilalanina stvaraju aromatske n-m
interakcije, hidrofobne su i planarne te su sklone stvaranju f-nabranih ploca Sto sve doprinosi
nastajanju amiloidnih vlakana te zbog toga kratki peptidi poput FFA mogu posluZiti kao model
za istrazivanje amiloidne agregacije. Kratki sintetski peptidi poput FFA nazivaju se i
“lomiteljima B-nabrane ploce” jer se vezu na srediSnju hidrofobnu regiju proteina, koja je
zasluZzna za amiloidnu agregaciju, i1 tako sprjeavaju stvaranje strukture B-nabrane ploce pa
samim time 1 agregaciju proteina. Osim jednostavne sinteze, prednosti FFA su i moguénost
modifikacije peptidnog slijeda te biokompatibilnost i biomimeti¢ka priroda.®

O (@]

l

I H | H I
HsCCOHN—CH~C—N—CH~-C—N—CH—C—NH,

l I
5

|
CH, CHj
Slika 5. Struktura tripeptida FFA.
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2.4. Protein IbpA

Protein IbpA je protein koji se nalazi u vanjskoj membrani bakterije Escherichia coli, a koji
obavlja funkciju Saperona, odnosno sudjeluje u sprjecavanju ireverzibilne agregacije termicki-
denaturiranih proteina.*® Protein IbpA je, takoder, protein toplinskog $oka (eng. heat-shock
protein) te dolazi do njegovog prekomjernog stvaranja u uvjetima stresa, primjerice pri visokim
temperaturama te tako IbpA ima ulogu u zastiti bakterijske stanice.*® Protein IbpA ima 137
aminokiselina, a masa iznosi 15 774 Da*’ zbog ¢ega je ovaj protein pogodan za analizu
spektrometrijom masa. Takoder, zbog strukture koja sadrzi B-nabrane ploce (slika 6) pogodan

je za istrazivanje vezanja potencijalnih markera na proteine.

A
¢ C/\

Slika 6. Trodimenzijska struktura proteina IbpA s istaknutim B-nabranim plo¢ama i o-

uzvojnicom.*’

2.5. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka tehnika u kojoj se molekule analita ioniziraju, a nastali se ioni
u plinskoj fazi razdvajaju i detektiraju prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z). Osnovni
dijelovi instrumenta su sustav za injektiranje, ionizacijski izvor (poput ESI izvora za uzorke u
teku¢em obliku ili MALDI (eng. Matrix-assisted laser desorption/ionization, matricom
potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem) izvora za krutine), analizator masa
(poput trostrukog kvadrupola ili ionske stupice), detektor (najcesce ionski fotomultiplikator) te
sustav za pretvorbu i ocitanje podataka. Prikaz sheme spektrometra masa nalazi se na shemi 1.

Spektrometrija masa ima Siroku primjenu u strukturnoj analizi markera, ali i u proucavanju
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nekovalentnih interakcija izmedu markera i proteina na koji se vezu. Spektrometrija masa je
vrlo osjetljiva analiticka metoda za identificiranje i karakterizaciju molekula na temelju
njihovog omjera mase i naboja te obrasca fragmentiranja. Tandemna spektrometrija masa vrlo
je pozeljna tehnika u analizi cijaninskih boja buduci da dolazi do povecanja osjetljivosti kod

MS/MS (tandemne spektrometrije masa) analize.

Vakuum

Sustav za Sustav za Analizator
uvodenje uzorka ionizaciju masa Detektor

Ocitanje

Shema 1. Shematski prikaz spektrometra masa.

2.5.1. Metoda ESI-MS

Metoda ESI-MS je trenutno jedna od najmo¢nijih analiti¢kih metoda pomocu koje je moguce
analizirati markere (u ovom slucaju organske boje), ali i1 razlikovati proteine tumorskog i
zdravog tkiva te na taj nacin olakSati otkrivanje 1 razumijevanje procesa koji se dogadaju
tijekom oboljenja.'* Prednost ove metode je blaga ionizacija koja omoguéuje analizu
nekovalentnih interakcija izmedu biomakromolekula i vezanog markera budu¢i da ne dolazi do
denaturacije proteina (nedestruktivna metoda) te je pokazano da su nekovalentne veze saCuvane
u plinovitoj fazi spektrometra masa. Takoder, moguce je proucavati i razli¢ite konformacijske
promjene tijekom vezanja protein-marker ili protein-ligand te mjesta vezanja markera na
protein. Osim toga, ova metoda odlikuje se velikom brzinom analize 1 velikom osjetljivoscu,
pouzdanom detekcijom te su za analizu potrebne vrlo male koli¢ine uzorka (mikromolarne
koncentracije), a analite je moguce odredivati u pozitivnom 1 negativnom nacinu snimanja.
Takoder, razvojem pojedinih metoda spektrometrije masa, poput metode ESI-MS omoguceno
je brzo odredivanje raznih strukturnih efekata, poput utjecaja razlicitih supstituenata ili duljine
polimetinskog mosta na svojstva cijaninskih boja.*® Osim toga, ESI-MS je pogodna metoda za
odredivanje stehiometrije peptid-metalni ion, primjerice za odredivanje broja FFA koji se veze

na jedan ion cinka. Struktura Zeljenog analita moZe se proucavati i izmjenom vodika deuterijem.
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Kolizijom izazvana disocijacija (eng. Collision induced dissociation, CID) pogodna je
metoda za strukturnu karakterizaciju analita. Promjenom kolizijske energije dolazi do
fragmentiranja iona prekursora pri ¢emu nastaju ioni produkti — analiza MS/MS za primjerice
kvadrupolni analizator masa. Ako se kao analizator masa koristi ionska stupica, ion prekursor
se izolira u samoj stupici te je omogucena viSestupanjska fragmentacijska analiza (MS"
analiza). U ovom postupku dolazi do sudaranja iona prekursora s molekulama inertnog plina,
primjerice argona te pri fragmentacijskom minimumu, odnosno pri pogodnoj kolizijskoj
energiji, dolazi do nastajanja iona produkta Cijom je analizom mogucée dobiti veliki broj
informacija za proucavani analit poput strukturnih informacija, primjerice prisutnih funkcijskih

skupina ili vrste cijepanja molekula.*’

2.5.2. Metoda ICP-MS

Metoda ICP-MS je naj¢eS¢a metoda za analizu koncentracija metala u uzorcima buduc¢i da je
vrlo osjetljiva (za vecinu elemenata analiza se moZe vrSiti 1 kod koncentracija ispod 1 ppt),
omogucuje multielementnu analizu vecine elemenata iz periodnog sustava elemenata (dakle,
viSestruko skracuje vrijeme analize), selektivna je i precizna te je potrebna mala koli¢ina uzorka
za analizu. Temelji se na generiranju jednostruko nabijenih pozitivnih iona u plazmi koji se,
nakon prolaska opti¢kog dijela, identificiraju na temelju omjera mase i naboja (m/z) pomocu
djelitelja masa i detektora. Kao separatori najceS¢e se koriste kvadrupolni separatori, a kao
detektori ionski fotomultiplikatori.” Metodom ICP-MS mogu se analizirati uzorci u ¢vrstom
stanju poput tumorskog tkiva, koje je prethodno potrebno razoriti, i tekuci uzorci, koje je u
slu¢aju organske ili bioloSke matrice potrebno razrijediti kiselinom vrlo visoke kemijske
gistoce.! Kod pripreme uzoraka za analizu iznimno je bitno raditi u ,,&istoj* sobi (eng. clean
room) te je potrebno koristiti kiseline vrlo visoke &istoée.!” Takoder, potrebno je, prije same
analize, detaljno pogistiti cijevi instrumenta.!” Posude koje se koristi kod pripreme i analize
najcesce je plasti¢no (polietilen, PE i polipropilen, PP) ili od kvarca i teflona (stakleno posude
moZe izazvati oneéis¢enje uzorka buduéi da moze sadrzavati pojedine metale).!® Za ultra¢isto
uzorkovanje 1 skladiStenje uzoraka prije analize preporuceno je koristenje perfluoroalkoksi
(PFA) viala ispranih ultradistom duSi¢énom kiselinom 1 vodikovim peroksidom u nekoliko
navrata.”’ Svi ovi koraci izuzetno su vazni za zaStitu uzoraka od onedidéenja pojedinim

metalom.'%?°
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§ 3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materijali
3.1.1. Standardne kemikalije

Acetonitril (p.a., Merck, Deutschland), amonijev acetat (p.a., WVR, Deutschland), amonijev
hidrogenkarbonat (p.a., Sigma-Aldrich, USA), voda procis¢ena MiliQ sustavom do 18,2 MQ
cm ' (Merck, Milipore), tetraetilamonij (p.a., Sigma-Aldrich, USA), mravlja kiselina (p.a.,
Sigma-Aldrich, USA), cinkov klorid (p.a., Kemika, Hrvatska), bakrov (II) sulfat pentahidrat
(p.a., Kemika, Hrvatska), metanol (p.a., BDH Prolabo, GB), etanol-ds (p.a., Sigma-Aldrich,
USA).

3.1.2. Ostale kemikalije i materijali

e Otopina za razrjedenje (p.p.s.): ¢ = 0,01 mmol dm etilendiamintetraoctena kiselina,
EDTA + ¢ = 0,7 mmol dm amonijak + w/v = 0,07 % triton X-100 + y = 2,0 ug dm
interni standard (otopina germanija, rodija, lutecija i iridija)

e Cerebrospinalni likvor (pacijenata Klinickog bolnickog centra Zagreb)

e Referentne otopine (p.p.s.): Seronorm™ Trace Elements Serum Level 1 i Level II
(SERO AS, Norway), ClinChek ® Serum Control Level I i Level II (RECIPE,
Deutschland), ClinChek ® Plasma Control Level I 1 Level 11 (RECIPE, Deutschland)

e Kalibracijska otopina Pierce LTQ ESI Positive ion (p.p.s., ThermoFisher Scientific)

e Kalibracijska otopina Pierce ESI Negative ion (p.p.s., ThermoFisher Scientific)

e Otopina za ispiranje: 1:1 = metanol (p.a., POCH S.A., Poland) : destilirana voda

e Protein IbpA (derivat iz bakterije E. coli)

e Marker 1: sol 5-bromo supstituirane boje tiazol-narancasto s jodidnim anionom (eng.

thiazole orange, TO) (sintetiziran na Institutu Ruder Boskovi¢, u Laboratoriju za
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biomolekularne interakcije i spektroskopiju), IUPAC naziv: 5-bromo-3-metil-2-[(1-
metil-1,4-dihidrokinolin-4-iliden)-metil]-1,3-benzotiazol-3-ij jodid

e Marker 3: konjugat markera 1 1 pirena - povezani triazol-peptidnim linkerom
(sintetiziran na Institutu Ruder Boskovi¢, u Laboratoriju za biomolekularne interakcije
1 spektroskopiju), [IUPAC naziv: 5-bromo-2- ({1-[4-(4-{3-metoksi-3-okso-2-[4-(piren-
1-il)butanamido]-propil } -1H-1,2,3-triazol-1-il)butil]-1,4-dihidrokinolin-4-iliden } -
metil)-3-metil-1,3-benzotiazol-3-ij jodid

e Fenilalanil-fenilalanil-alanin (FFA, sintetiziran na Institutu Ruder Boskovi¢, u
Laboratoriju za supramolekularnu kemiju prema literaturnom izvoru: T. Pospisil,

Doktorski rad)®

3.2. Instrumenti

3.2.1. Spektrometar masa Agilent 7500cx uz induktivno spregnutu plazmu

Mjerenja masenih koncentracija metala u cerebrospinalnom likvoru provedena su na
spektrometru masa Agilent 7500cx uz induktivno spregnutu plazmu (proizvodaca Agilent
Technologies Inc., Japan). Glavni dijelovi ovog uredaja su: sustav za unos uzoraka (eng.
autosampler), sustav za ionizaciju s induktivno spregnutom plazmom, kvadrupol kao analizator
masa 1 dinodni detektor s dva nac¢ina rada. Najveca prednost ovog instrumenta je brzina analize

1 moguénost mjerenja koncentracija analita u ppt.

3.2.2. Spektrometar masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom

Mjerenja za cijaninske boje (marker 1 i marker 3) te protein IbpA i njihovo potencijalno vezanje

provedena su na spektrometru masa LTQ XL™

s linearnom ionskom stupicom uz pozitivnu i
negativnu ionizaciju elektrorasprSenjem (proizvodaca ThermoFisher SCIENTIFIC, USA).
Ovaj spektrometar masa visoke osjetljivosti sastoji se od injekcije (eng. syringe) za
ubrizgavanje tekucih (otopljenih) uzoraka, sustava za blagu ionizaciju elektrorasprSenjem
(ESI), 2D linearne kvadrupolne ionske stupice kao analizatora masa i detektora s dvije

konverzijske dionode te ima moguc¢nost MS" analize (disocijacijom izazvanom kolizijom, CID)
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Sto uvelike pospjeSuje strukturnu karakterizaciju analita. Kao kolizijski plin koristen je dusik
99 %-tne Cistoce, a raspon masa za ovaj instrument jest m/z = 15-4000. Osim ESI, sustav za
ionizaciju ovog instrumenta moze biti HESI (eng. heated electrospray ionization, ionizacija
elektrorasprsenjem uz grijanje), APCI (eng. atmospheric pressure chemical ionization,
kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku) i APPI (eng. atmospheric pressure
photoionization, fotoionizacija pri atmosferskom tlaku), a za strukturnu karakterizaciju osim
CID moze se koristiti 1 PQD (eng. pulsed ,,q“ dissociation). Za prikaz struktura koristen je

program PerkinElmer ChemDraw Professional (inacica: 16.0.0.82 (68)).

3.2.3. Spektrometar masa Agilent 6420 s trostrukim kvadrupolom

Mjerenja za tripeptid FFA i vezanje metala (bakra i cinka) s FFA provedena su na spektrometru
masa Agilent 6420 s trostrukim kvadrupolom wuz pozitivhu i1 negativnu ionizaciju
elektrorasprSenjem (proizvodaca Agilent Technologies Inc., USA). Ovaj spektrometar masa
vezan je s HPLC (eng. High performance liquid chromatography, teku¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti) Agilent 1200 Series sustavom (koji je u ovom radu posluzio za unos
uzoraka u tekucem stanju), a ostali dijelovi spektrometra masa su: sustav za blagu ionizaciju
elektrorasprSenjem (ESI), trostruki kvadrupol kao analizator masa 1 detektor s
visokoenergijskim konverzijskim dinodama. Osim toga, spektrometar masa Agilent 6420 ima
mogucénost analize MS/MS (disocijacijom izazvanom kolizijom, CID). Kao kolizijski plin
koristen je duSik 99 %-tne Cistoce, a raspon masa za ovaj instrument jest m/z = 5-2250. Osim
ESI sustava, sustav za ionizaciju ovog instrumenta moze biti i APCI. Za prikupljanje i obradu
podataka koriSten je AgilentMassHunter software te OriginPro 7.5. Za prikaz struktura koristen

je program PerkinElmer ChemDraw Professional (inacica: 16.0.0.82 (68)).

3.3. Metode

3.3.1. Analiza cerebrospinalnog likvora spektrometrom masa uz induktivno spregnutu
plazmu (ICP-MS)

Za odredivanje masenih koncentracija pojedinih metala u uzorcima cerebrospinalnog likvora

pacijenata Klinickog bolnickog centra Zagreb koriSten je spektrometar masa Agilent 7500cx uz
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induktivno spregnutu plazmu pod radnim uvjetima navedenim u tablici 1. Uzorci

cerebrospinalnog likvora razrijedeni su 20 puta na nacin da je V= 0,150 mL cerebrospinalnog

likvora pomijesano s V= 2, 85 mL otopine za razrjedenje na Vortexu (prema tablici 2). Zatim

su provedena mjerenja na spektrometru masa uz induktivno spregnutu plazmu. Nakon

prikupljanja podataka statisticka analiza provedena je koriste¢i Mann-Whitney U test (Statistica

for Windows software, version 12.0; StatSoft, Inc., Tulsa, USA), a vrijednosti koncentracija

metala u uzorcima cerebrospinalnog likvora prikazane su u mg dm=te ug dm™.

Tablica 1. Radni parametri instrumenta ICP-MS za analizu elemenata u uzorcima

cerebrospinalnog likvora.

68Zn

Plin
Parametri argon helij vodik
RF jacina / 1550 W /
RF poklapanje / 1,72V /
Protok plina plazme / 15 L/min /
Protok Make up plina / 0,14 L/min /
Protok plina nosioca / 1,02 L/min /
Pumpa rasprsivaca / 0,08 rps /
Protok kolizijskog/reakcijskog plina / 3,4 mL/min 3,4 mL/min
Napon lece 1 ov 09V 09V
Napon lece 2 -131V -144 V -131V
Rasprsivac (eng. nebulizer) / MicroMist, kvarc /
Scott-type kvarc,
Komora za sprejanje / hladena na 2°C /
Konus uzorka / nikal /
Skimmer konus / nikal /
Mjereni izotopi / **Mg, ®Ca, **Mn, “Cu, *Fe
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Tablica 2. Priprema otopina cerebrospinalnog likvora za analizu metodom ICP-MS.

otopine
1 2 3 4 5 6 7
V(CSF)/mL | 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
V (otopine za
razrjedenje) /
mL 2,85 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65 2,65
V (referentne
otopine) / mL 0,00 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
™ ™
Ser%rrlgfen Ser%?:fen ClinChek | ClinChek | ClinChek | ClinChek
Referentna ® Serum | ® Serum | ® Plasma ® Plasma
. / Elements Elements
otopina Serum Level | Serum Level Control Control Control Control
I 1 Level I Level I Level I Level I

3.3.2. Analiza cijaninskih boja spektrometrom masa uz ionizaciju elektrorasprsenjem
(ESI-MS)

L™ g linearnom ionskom

Prije same analize cijaninskih boja spektrometrom masa LTQ X
stupicom, otopinom metanola isprane su i po¢iS¢ene cjevcica za prijenos (eng. transfer tube) te
injekcija za unos uzoraka. Sljede¢i je korak kalibracija instrumenta koriste¢i kalibracijsku
otopinu Pierce LTQ ESI Positive ion za pozitivan nacin ionizacije, uz parametre instrumenta
prikazane u tablici 3. Tijekom kalibracije u prozoru Tune Plus sustava za olitanje podataka
potrebno je pratiti oko 80 parametara (poput napona spreja ESI izvora) do trenutka
zadovoljavajucih uvjeta za rad instrumenta (u prozoru Tune Plus prikazane su zelene kvacice
uz svaki parametar, RSD (relativna standardna devijacija, eng. relative standard deviation)
1znosi izmedu 2% 1 10%). Kalibracija se provede za mjerenja ITMS (spektrometrija masa s
ionskom stupicom, eng. ion trap mass spectrometry) i mjerenja FTMS (spektrometrija masa s
Fourierovim transformacijama, eng. Fourier-transform mass spectrometry). Isti se postupak

provede za kalibraciju u negativnom nacinu ionizacije uz kalibracijsku otopinu Pierce ESI

Negative ion. Nakon provedene kalibracije pohrane se svi parametri za mjerenja [TMS i FTMS.
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Tablica 3. Parametri za kalibraciju pozitivnog i negativnog nacina ionizacije spektrometra

masa LTQ XLTM s linearnom ionskom stupicom za analizu cijaninskih boja.

Parametri Vrijednosti
Protok 5 uL min!
m/z raspon 200-2000
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Kolizijska energija (eV) 0
Vrijeme aktiviranja 30 ms
Mikroskenovi 3

Sljede¢i je korak priprema otopina pufera za cijaninske boje (odnosno marker 1 i marker 3).
Najprije se priredi otopina amonijevog acetata (c (CH3COONH4) = 0,015 mol dm>) te seu V
(CH3COONH4) = 50 pL. dodaju acetonitril (w/v =135 %) 1 voda (¥ (CH3CN) =500 pL i V' (H20)
=500 pL) te se otopina pufera promijesa na Vortexu i pripreme se otopina markera 1 (¢ = 38,65
umol L) i otopina markera 3 (¢ = 17,20 pmol L™!). Zatim se isperu cjev¢ica za prijenos te
injekcija za unos uzoraka otopinom za ispiranje (1:1 = metanol : destilirana voda). Namjesti se
protok na 5 pL min~! te se mali dio uzorka analizira u svrhu pronalaZenja radnih parametara
pogodnih za dobivanje kvalitetnih spektara masa, odnosno za dobru stabilnost i intenzitete

LTM

signala. Radni parametri spektrometra masa LTQ X s linearnom ionskom stupicom pogodni

za dobivanje kvalitetnih spektara markera 1 1 3 prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Radni parametri spektrometra masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom za

analizu cijaninskih boja (vrijednosti +/- mijenjane su za pozitivan, odnosno negativan nac¢in

ionizacije).
Parametri Vrijednosti
Temperatura grijanja (°C) 60
Protok plina omotaca (arb) (eng. Sheath gas) 4
Protok pomo¢nog plina nosioca (arb) (eng. Auxiliary gas) 5
Naboj spreja (kV) 5
Temperatura kapilare (°C) 250
Naboj kapilare (V) (+/-) 50
Lece (V) (eng. Tube lens) (+/-) 80
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Nakon pronalaska pogodnih radnih parametara provedu se mjerenja za marker 1 i marker 3.

Provedeno je ¢iScenje cjevcice za prijenos te injekcije za unos uzoraka otopinom za ispiranje
(1:1 =metanol : destilirana voda). Zatim je otopina markera 1 stavljena u injekciju spektrometra
masa te su provedena mjerenja ITMS 1 FTMS s postavkama instrumenta navedenim u tablici 4
i tablici 5. Provedena su mjerenja za pozitivhu (ES") i negativnu (ES") ionizaciju
elektrorasprSenjem, a prilikom fragmentiranja (MS" analize) koristena je kolizijska energija

(CE, eng. collision energy) u rasponu od 30 eV do 100 eV.

Nakon ispiranja i ¢iS¢enja, mjerenja ITMS 1 FTMS za marker 3 provedena su za pozitivhu
ionizaciju elektrorasprSenjem (ES") uz parametre instrumenta navedene u tablici 4 i tablici 6.

Fragmentiranje (odnosno MS" analiza) nije provedeno za marker 3.

Tablica 5. Postavke spektrometra masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom za analizu

markera 1.

Parametri Vrijednosti
Aktivacijski tip CID
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Aktivacijski Q 0,25
Kolizijska energija za MS analizu (eV) 0,0
Kolizijska energija za MS" analizu (eV) 30-100
Aktivacijsko vrijeme (ms) 30
Protok (uL min™") 5
m/z raspon za MS analizu 50-2000
m/z raspon za MS" analizu 75-600

Tablica 6. Postavke spektrometra masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom za analizu

markera 3.

Parametri Vrijednosti
Aktivacijski tip CID
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Aktivacijski Q 0,25
Aktivacijsko vrijeme (ms) 30
Protok (uL min™!) 5
m/z raspon za MS analizu 50-2000
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3.3.3. Analiza proteina IbpA i vezanja cijaninskih boja spektrometrom masa uz ionizaciju

elektrorasprsenjem (ESI-MS)

L™ s linearnom

Analiza proteina IbpA provedena je pomocu spektrometra masa LTQ X
ionskom stupicom. Nakon ispiranja cjevcice za prijenos te injekcije za unos uzoraka otopinom
za ispiranje (1:1 = metanol:destilirana voda), provede se kalibracija instrumenta prije mjerenja
proteina IbpA koristeci kalibracijsku otopinu Pierce LTQ ESI Positive ion za pozitivan nacin
ionizacije, uz parametre instrumenta prikazane u tablici 7. Kalibracija se provede za mjerenja

ITMS i FTMS. Nakon dobivanja zadovoljavaju¢ih parametara polu-automatske kalibracije,

spreme se dobiveni parametri (statistika kalibracije) za mjerenja ITMS i FTMS.

Tablica 7. Parametri za kalibraciju pozitivnog nacina ionizacije spektrometra masa LTQ

XLTM s linearnom ionskom stupicom za analizu proteina IbpA.

Parametri Vrijednosti
Protok 10 uL min™'
m/z raspon 150-2000
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Kolizijska energija (eV) 0
Vrijeme aktiviranja 30 ms
Mikroskenovi 3

Zatim se pripreme otopina proteina IbpA (y = 200 ng pL~!, pH = 8) i otopina proteina IbpA (y
=200 ng uL"!, pH = 6) prema tablici 8. Nadalje, isperu se cjev&ica za prijenos te injekcija za
unos uzoraka otopinom za ispiranje (1:1 = metanol : destilirana voda). Namjesti se protok na
10 pL min~' te se mali dio uzorka analizira u svrhu pronalaZenja radnih parametara pogodnih
za dobivanje kvalitetnih spektara masa. Radni parametri spektrometra masa LTQ XL™ s
linearnom ionskom stupicom pogodni za dobivanje spektara proteina IbpA prikazani su u

tablici 9.
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Tablica 8. Priprema otopina proteina IbpA (y = 200 ng pL ') pri pH = 8 i pH = 6.

w/v (HCOOH) = 0,1 %

V/uL
Spojevi za pufer protein IbpA (y =200 ng uL™") | protein IbpA (y =200 ng puL ™)
pH~=8 pH=6
acetonitril
w/v (CH;CN) = 5 % >00 >00
amonijev hidrogenkarbonat 100 /
¢ (NH4HCO3) = 0,015 mol dm™
tetractilamonij 3 /
voda 9500 9500
mravlja kiselina / 10

Tablica 9. Radni parametri spektrometra masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom za

analizu proteina IbpA.

Parametri Vrijednosti

Temperatura grijanja (°C) 60

Protok plina omotaca (arb) (eng. Sheath gas) 10
Protok pomo¢nog plina nosioca (arb) (eng. Auxiliary gas) 5
Naboj spreja (kV) 4

Temperatura kapilare (°C) 250

Naboj kapilare (V) 80

Lece (V) (eng. Tube lens) 150

Nakon ¢iS¢enja otopinom metanola, provedu se mjerenja FTMS pripremljene otopine proteina

IbpA (y =200 ng uL™!, pH = 6), a zatim, nakon ¢is¢enja, i mjerenja FTMS za otopinu proteina

IbpA (y =200 ng pL!, pH = 8) za pozitivnu ionizaciju elektrorasprienjem (ES™) u svrhu analize

strukture proteina. Mjerenja su provedena uz parametre spektrometra masa navedene u tablici

9 1 tablici 10.
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Tablica 10. Postavke spektrometra masa LTQ XL™ s linearnom ionskom stupicom za analizu

proteina IbpA.

Parametri Vrijednosti
Aktivacijski tip CID
Izolacijska Sirina (m/z) 3
Aktivacijski Q 0,4
Aktivacijsko vrijeme (ms) 30
Protok (uL min!) 10
m/z raspon 200-4000

U svrhu analize potencijalnog vezanja markera 1 i markera 3 na protein IbpA pomijeSane su
na Vortexu otopine markera 1 i proteina IbpA u omjeru 1:2 te otopine markera 3 i proteina IbpA
u omjeru 1:3. Zatim su priredene otopine ostavljene stajati 10 minuta. Izmedu svakog mjerenja
provedeno je ispiranje cjevcice i injekcije otopinom metanola. Mjerenja FTMS su provedena

za pozitivnu ionizaciju elektrorasprSenjem (ES™) prema tablici 9 i tablici 10.

3.3.4. Analiza tripeptida FFA i vezanja s Cu" i Zn’* spektrometrom masa uz ionizaciju

elektrorasprsenjem (ESI-MS)

Analiza tripeptida fenilalanil-fenilalanil-alanin (FFA) provedena je na instrumentu Agilent
6420 spektrometar masa s trostrukim kvadrupolom uz pozitivnu (ES™) i negativnu (ES")
ionizaciju elektrorasprienjem. Najprije je priredena otopina FFA (c = 1,88 mmol dm™) u
metanolu, a zatim su provedena mjerenja s parametrima navedenim u tablici 11. Prilikom

fragmentiranja (odnosno, analize MS/MS) koriStene kolizijske energije iznosile su CE =5 eV.

Za analizu vezanja tripeptida FFA s Cu®" ili Zn>* priredene su najprije otopina bakrovog (II)
sulfata pentahidrata u metanolu (¢ = 1,88 mmol dm) i otopina cinkovog (II) klorida u metanolu
(c = 1,88 mmol dm™), a zatim su priredene otopina FFA s Cu®*" (omjer 1:3) te otopina FFA s
Zn>" (omjer 1:2). Analiza je provedena uz pozitivnu (ES®) i negativnu (ES”) ionizaciju
elektrorasprSenjem prema parametrima navedenim u tablici 11. Prilikom fragmentiranja

(odnosno, analize MS/MS) koriStene kolizijske energije iznosile su CE =5 eV.
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Tablica 11. Parametri spektrometra masa Agilent 6420 s trostrukim kvadrupolom za analizu

tripeptida FFA u metanolu.

Parametri Vrijednosti
Aktivacijski tip CID
m/z raspon 10—2250
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Kolizijska energija
(MS/MS analiza) (eV) 5
Energija ionizacije (V) 70
Protok (mL min") 0,2
Vrijeme skeniranja (ms) 500

Mjerenja tripeptida FFA provedena su i za FFA otopljen u deuteriranoj otopini etanola s

vremenskim razmacima od ¢ = 0, 15, 45 i 60 minuta uz pozitivnu (ES") i negativnu (ES")

ionizaciju elektrorasprSenjem. Mjerenja su provedena prema parametrima navedenim u tablici

12. Pri istim je uvjetima provedeno mjerenje FFA u deuteriranoj otopini etanola uz dodatak

=100 pL cinkovog (II) klorida.

Tablica 12. Parametri spektrometra masa Agilent 6420 s trostrukim kvadrupolom za analizu

tripeptida FFA u deuteriranom etanolu.

Parametri Vrijednosti
Aktivacijski tip CID
m/z raspon 10—2250
Izolacijska Sirina (m/z) 1
Energija ionizacije (V) 70
Protok (mL min™") 0,2
Vrijeme skeniranja (ms) 500
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Brojna istrazivanja provedena su te se jos uvijek provode na podrucju neuroloskih poremecaja.
Buduc¢i da postoji neprekidni porast u broju starije populacije, vidljiv je, nazalost, i porast u
broju oboljelih od neke neurodegenerativne bolesti, a uz to i porast od nekog oblika tumora
mozga. S obzirom da jo$ uvijek ne postoji na¢in ranog otkrivanja tih bolesti, u ovom su se radu
zeljela prouciti osnovna svojstva markera koji bi potencijalno mogli sudjelovati u ranijem
otkrivanju navedenih bolesti na nac¢in da prepoznaju specifi¢ne biomarkere koji se ispustaju iz
mozga u cerebrospinalni likvor tijekom razvoja pojedine bolesti mozga. Takoder, proucavana
su i svojstva tripeptida FFA, koji se pokazao kao dobar model za istrazivanje procesa agregacije
proteina te kao potencijalni inhibitor stvaranja agregata (plakova) buduéi da bi svojim vezanjem
mogao sprijeciti nastanak B-nabranih ploca ¢ijim slaganjem i1 povezivanjem nekovalentnim
vezama dolazi do agregacije. Uz to, Zeljelo se prouciti kakav utjecaj bioloska matrica moze
imati na ovaj tripeptid pa je provedena analiza vezanja FFA i pojedinih metala koji su prisutni
u cerebrospinalnom likvoru. Osim toga, bioloSka matrica (odnosno cerebrospinalni likvor)
proucavana je u svrhu pronalaZzenja masenih koncentracija pojedinih metala koje, prema ve¢
ranije provedenim istraZivanjima, takoder mogu pridonijeti u ranijem otkrivanju bolesti mozga,
poput Alzheimerove bolesti 1 multiple skleroze. Metoda MS je odabrana zbog osjetljivosti i
mogucnosti analize razli¢itih uzoraka primjenom odgovaraju¢e MS tehnike. U ovom radu su
koriStene ICP-MS i ESI-MS. Snimanja su provedena u native MS uvjetima u oba moda (ES™ i

ES").

4.1. Analiza cerebrospinalnog likvora spektrometrom masa uz induktivno
spregnutu plazmu (ICP-MS)

U ovom su radu mjerene ukupne masene koncentracije pojedinih metala u cerebrospinalnom
likvoru, a mjerenja su vazna iz sljede¢ih razloga: 1. pokazano je kako se koncentracije pojedinih
metala mogu iskoristiti kao indikatori raznih neuroloskih poremecaja buduc¢i da promjene u
homeostazi metala mogu pridonijeti razvoju neurodegenerativnih bolesti, 2. radi usporedbe
podataka s ve¢ provedenim istrazivanjima (buduc¢i da jos uvijek ne postoje uniformni podaci za

povezivanje koncentracije nekog metala i pojedine neurodegenerativne bolesti), 3. u svrhu
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daljnjih analiza u kojima ¢e se ispitivati selektivnost i kompeticija izmedu proteina u
cerebrospinalnom likvoru i dodanog markera za pojedini metal. Rezultati analize prikazani su

u tablici 13.

Ne postoje uniformni podaci koji bi povezali koncentracije metala u cerebrospinalnom
likvoru s pojedinom bolesti buduc¢i da rezultati mogu varirati pod utjecajem kontaminacije
pojedinim metalom tijekom uzorkovanja i analize, nacina prehrane i stila Zivota pacijenata te
zbog razli¢itih nacina analize (primjerice koristenje razlicitih instrumenata). Jedan od razloga
sigurno je i manjak saznanja o svim procesima koji se dogadaju u mozgu i cerebrospinalnom
likvoru, a u koje su ukljuc¢eni metali poput magnezija, cinka, Zeljeza itd. Nadalje, vrlo je vazno
prouciti bioloSku matricu ciljanog sustava, u ovom slu¢aju cerebrospinalni likvor, koji poblize
prikazuje uvjete koji se nalaze u mozgu, buduci da su u vecini slucajeva interakcije matrice i
istrazivanih markera i/ili peptidomimetika (koji bi se mogli koristiti u svrhu ranijeg otkrivanja

ili ¢ak kao inhibitori razvoja pojedine bolesti mozga) neizbjezne.

Tablica 13. Masene koncentracije metala u cerebrospinalnom likvoru pacijenata Klinickog

bolnickog centra Zagreb.

Uzorak Mg Ca Fe Cu Zn Mn Dijagnoza
mg/L | mg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L
uzorak 1 26 41 18 11 | 169 | 034 | Demielinizirajuéa
bolest
uzorak 2 26 42 11 6 < | os1 | Demijelinizirajuca
bolest
uzorak 3 27 40 12 9 82 | 057 | Demuclinizirajuca
bolest
uzorak 4 28 40 | 27 11 | 138 | 056 | Demielinizirajuca
bolest
uzorak 5 25 43 31 13 101 1.30 Multipla skleroza
uzorak 6 27 42 19 11 13 0.55 Multipla skleroza
uzorak 7 28 42 13 6 10 0.61 Multipla skleroza
uzorak 8 26 41 25 13 18 0.74 Uredan nalaz
uzorak 9 26 38 24 9 3 0.60 Uredan nalaz
uzorak 10 27 37 91 10 146 | 0.82 Uredan nalaz
uzorak 11 28 42 35 10 2 0.84 Uredan nalaz
uzorak 12 30 35 25 12 32 0.46 Uredan nalaz
uzorak 13 28 45 20 11 83 1.20 Uredan nalaz
uzorak 14 28 43 20 17 239 0.70 Uredan nalaz
uzorak 15 26 42 23 12 59 1.48 Uredan nalaz
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Iz tablice 13 je vidljivo kako su vrijednosti masenih koncentracija ukupnog metala unutar
pojedinih skupina pacijenata dosta razliCite te se na temelju ovih rezultata ne moze donijeti
zaklju¢ak o konkretnim podru¢jima vrijednosti koncentracija koje bi bile indikator
neurodegenerativnih bolesti poput demijelinizirajucih bolesti ili multiple skleroze. Takoder, iz
tablice se moze zakljuciti kako su vrijednosti masenih koncentracija kalcija i magnezija za
demijelinizirajuée bolesti i multiplu sklerozu unutar podrucja vrijednosti masenih koncentracija
za pacijente s urednim nalazima cerebrospinalnog likvora. Slicno mozemo opaziti i kod
vrijednosti masenih koncentracija bakra i1 mangana, s niZzim vrijednostima masenih
koncentracija za pojedine pacijente s demijelinizirajuéom bolesti i multiplom sklerozom.
Nadalje, vrijednosti masenih koncentracija Zeljeza za demijelinizirajucu bolest nesto su nize u
odnosu na iste vrijednosti za pacijente s urednim nalazom, dok su za pacijente s multiplom
sklerozom te vrijednosti nize ili u podrucju vrijednosti masenih koncentracija pacijenata s
urednim nalazom. Takvi su podaci u skladu s prija$njim istrazivanjima koja ukazuju na to da
snizene koncentracije zeljeza (koji je potreban za razvoj mijelinske ovojnice) mogu utjecati na
razvoj demijelinizirajuc¢ih bolesti, medu kojima je i multipla skleroza. Najveca odstupanja
vidljiva su za vrijednosti masenih koncentracija cinka, §to onemogucuje donosenje zakljucka o
utjecaju poremecaja homeostaze ovog metala na navedene bolesti. Moguéi razlog velikih
odstupanja u vrijednostima masenih koncentracija cinka jesu znacajni utjecaji imunoloSkog
sustava pojedinog pacijenta, stresa 1 raznih infekcija na preraspodjelu cinka unutar organizma.

Usporedujuéi rezultate prikazane u tablici 13 s rezultatima iz drugih literaturnih izvora®*->2,
vidljivo je da su vrijednosti masenih koncentracija metala za pojedine bolesti te kontrolne
vrijednosti (odnosno vrijednosti masenih koncentracija pacijenata s urednim nalazima
cerebrospinalnih likvora) uglavnom sli¢ne ili malo poviSene u odnosu na iste vrijednosti iz
tablice 13 $to moze potvrditi kako niZze vrijednosti masenih koncentracija zeljeza kod
demijeliniziraju¢ih bolesti 1 multiple skleroze mogu utjecati na razvoj 1/ili otkrivanje ovih

bolesti.
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4.2. Analiza cijaninskih boja spektrometrom masa uz ionizaciju
elektrorasprsSenjem (ESI-MS)

Jos uvijek ne postoje markeri koji bi omogucili 1 olaksali rano otkrivanje pojedine bolesti mozga
poput tumora ili Alzheimerove bolesti. Cijaninske boje imaju Siroku primjenu u razliitim
podru¢jima te su se pokazale i kao potencijalno rjeSenje za navedeni problem. Iz tog je razloga
provedena analiza cijaninskih boja (markera 1 i1 3; strukture prikazane na slikama 7 1 13)
spektrometrom masa LTQ XLTM s linearnom ionskom stupicom prema radnim uvjetima
navedenim u odjeljku 3.3.2. Marker 1 i 3 sintetizirani su u Laboratoriju za biomolekularne
interakcije 1 spektroskopiju Instituta Ruder Boskovi¢ (sinteza provedena prema literaturnom
izvoru: I. Piantanida i sur.)>, pri ¢emu je marker 1 zapravo sol 5-bromo supstituirane boje
tiazol-narancasto s jodidnim anionom. Marker 3 je konjugat markera 1 i pirena (povezani
linkerom preko kinolinskog dijela markera 1, linker = triazol-peptidna veza). Provedena su
mjerenja ITMS (spektrometrija masa s ionskom stupicom, eng. ion trap mass spectrometry, pri
¢emu Zeljeni ion ostaje u stupici dok se svi ostali ioni uklanjaju za MS" analizu) i mjerenja
FTMS (spektrometrija masa s Fourierovim transformacijama, eng. Fourier-transform mass
spectrometry, pri ¢emu se svi ioni u ¢eliji pobuduju simultano, a signal u vremenskoj domeni
Fourierovim transformacijama se prevodi u signal u frekvencijskoj domeni te zatim u signal

masa).

4.2.1. Marker 1

/
N/

V.

Br N’ |
\ ' M (bez 1)=385.33

Slika 7. Struktura markera 1.
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Spektri MS i MS" pozitivnog nacina ionizacije markera 1 prikazani su na slikama §, 9, 10, 11 i
12. Cjelokupni spektri ITMS i FTMS markera 1 (slike 8 i D1) prikazuju intenzivne signale
molekulskog iona s izotopnom raspodjelom broma $to je jedan od dokaza da spektri odgovaraju
strukturi markera 1 koji sadrzi brom (masa markera 1 radunata je prema stabilnom izotopu *'Br,
u = 80,916). Takoder, usporedbom teoretskog spektra markera 1 (slika 8, umetak A) s
razvucenim eksperimentalnim spektrom (slika 8, umetak C) moze se uvidjeti podudaranje u
izotopnoj raspodjeli 1 intenzitetima signala Sto je dodatna potvrda da spektar dobiven
eksperimentalno (slika 8) odgovara markeru 1. Cjelokupni spektar ITMS negativnog nacina
ionizacije prikazan je na slici D2. Na spektru negativnog nac¢ina ionizacije mogu se opaziti dva
signala: intenzivni signal m/z = 127 koji odgovara jodu te signal m/z = 383 koji odgovara
markeru 1. Na slici D3 prikazan je uvec¢ani spektar ITMS? ES* markera 1 s istaknutim signalom
fragmenta m/z =157 (intenzivni signal, bez izotopne raspodjele broma) prema kojem je moguce
zakljuciti da za dani fragment struktura ne sadrzi brom. Slike D4 i D5 prikazuju uvecane i
razvucene spektre FTMS? ES* i FTMS® ES* markera 1 s istaknutim signalom fragmenta m/z =
370, odnosno s istaknutim signalom fragmenta m/z = 354 koji ukazuju na izotopnu raspodjelu
broma §to je potvrda da proucavani fragmenti u svojoj strukturi sadrze brom. Izotopna
raspodjela broma prikazana je i na umetcima na slikama 9 1 11. Na slici 12 moze se primijetiti
da signal fragmenta m/z = 273 nema izotopnu raspodjelu broma pa prema tome ovaj fragment
nema brom u svojoj strukturi. Prema gore navedenim opaZanjima osmisljen je i fragmentacijski
put za signal molekulskog iona m/z =385 markera 1 prikazan na shemi 2 (vrijednosti kolizijskih
energija koriStenih za fragmentiranje iznose: CE = 30 — 100 eV). Prema shemi 2 fragmentacija
se odvija kroz 2 kanala, a MS" analiza pokazuje da fragmenti nastaju homolitickim cijepanjem.
Iz navedenih spektara moZe se uociti kako je spektrometar masa s linearnom ionskom stupicom

kao analizatorom masa vrlo pogodan instrument za MS" analizu cijaninskih boja.
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Slika 8. Cjelokupni spektar ITMS ES™ markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata,

acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 pmol L") s umetkom A na kojem je prikazan teoretski spektar

markera 1, umetkom B na kojem je prikazana struktura markera 1 i umetkom C na kojem je

prikazan uvecani i razvudeni spektar signala m/z = 385 asigniran kao [molekulski ion — I"]",

izolacijska Sirina = +1.
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Slika 9. Spektar ITMS? ES* markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata, acetonitrila i

vode, ¢ = 38,65 umol L) za signal m/z = 385 s umetkom na kojem je prikazan uveéani i

razvuceni spektar signala m/z = 370, izolacijska Sirina = +1 (CE = 100 eV).
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Slika 10. Spektar ITMS* ES* markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata, acetonitrila
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i vode, ¢ = 38,65 pmol L") za signal m/z = 157, izolacijska $irina = +1 (CE = 30 eV).
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Slika 11. Spektar ITMS? ES™ markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata, acetonitrila

i vode, ¢ = 38,65 umol L) za signal m/z = 370 s umetkom na kojem je prikazan uveéani i

razvuceni spektar signala m/z = 354, izolacijska Sirina = £1 (CE =40 eV).
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Slika 12. Spektar ITMS* ES* markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata, acetonitrila

i vode, ¢ = 38,65 pmol L") za signal m/z = 354, izolacijska $irina = +1 (CE = 45 eV).
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Shema 2. Prikaz puta fragmentiranja molekulskog iona (signal m/z = 385) prema spektrima

ESI MS za marker 1 (otopljen u otopini amonijevog acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 38,65

pumol L") s umetkom A na kojem je prikazan teoretski spektar markera 1 i umetkom B na

kojem je prikazan uvecani i razvuceni spektar markera 1 za signal m/z = 385 , izolacijska

Sirina = +1 (CE = kolizijska energija).
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4.2.2. Marker 3
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Slika 13. Struktura markera 3 s istaknutim polimetinskim mostom koji povezuje lijevi dio

(odnosno, strukturu markera 1) s desnim dijelom strukture.

Na slikama 14 i D6 prikaz je cjelokupnih spektara ITMS i FTMS markera 3 za pozitivan nacin
ionizacije. Slika 14 prikazuje i1 teoretski spektar markera 3 (umetak A) te razvuceni
eksperimentalni spektar markera 3 (umetak B) ¢ijom usporedbom moZemo potvrditi da spektar
prikazan na slici 14 pripada markeru 3. Takoder, na slici 14 je vidljivo da su najintezivniji
signali: m/z = 454 1 m/z = 469 zapravo signali fragmenta (strukture prikazane u tablici 14) koji
mogu nastati kao posljedica cijepanja polimetinskog mosta (naznacenog na slici 13) koji ih
povezuje s lijevom stranom strukture markera 3 (koja pak odgovara strukturi markera 1). Na
slici D6 vrlo je intenzivan 1 signal m/z = 228 koji moze odgovarati benzotiazolnom fragmentu
s bromom, a identi¢an je za marker 1 1 marker 3 (struktura fragmenta prikazana je u tablici 14).
Radni parametri pogodni za dobivanje intenzivnog signala molekulskog iona markera 3 nisu
pronadeni s obzirom na onemogucenost daljnjih mjerenja zbog COVID-19 pandemije. 1z istog
razloga nisu provedena ni fragmentiranja koja bi bila korisna u svrhu istrazivanja strukturnih
znacajki markera 3. Slika D7 prikazuje uvecani i1 razvu€eni spektar FTMS signala m/z = 593 s
izotopnom raspodjelom broma S$to je potvrda da se u strukturi ovog fragmenta nalazi brom
(struktura prikazana u tablici 14; masa markera 3 racunata je prema stabilnom izotopu 3'Br, u

= 80,916). Strukturna analiza cijaninskih boja ukazuje nam na to da nije nimalo jednostavan
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zadatak pronaci radne parametre spektrometra masa koji ¢e dati kvalitetne spektre ovih

organskih spojeva s intenzivnim signalima molekulskog iona.
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Slika 14. Cjelokupni spektar ITMS ES™ markera 3 (otopljenog u otopini amonijevog acetata,

acetonitrila i vode, ¢ = 17,20 pmol L") s umetkom A na kojem je prikazan teoretski spektar

markera 3 i umetkom B na kojem je prikazan uvecani i razvuceni spektar signala m/z = 865,

izolacijska Sirina = +1.

Asignacija vaznijih signala markera 3 prikazanih na slici 14 i slici D6 nalazi se u tablici 14.
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Tablica 14. Mogu¢i fragmenti markera 3 (otopljenog u otopini amonijevog acetata,

acetonitrila i vode, ¢ = 17,20 umol L) i pridruZene strukture.

fragmenti (m /z) strukture
S
227,92 '}
Br N
\

454,00 HN O
Meozo?\
“ N

468,88 HN O
MeO,C

NH,
MeO,C

’,N
/\/\/N'N'
72 N
SO
Br N\+

4.2.3. Analiza proteina IbpA i potencijalnog vezanja s markerima 1 i 3 pomocu

593,13

spektrometra masa uz ionizaciju elektrorasprsenjem (ESI-MS)

U svrhu razvoja metode za proucavanje interakcija proteina te markera 1 1 3 provedena su MS
mjerenja proteina IbpA pri raznim pH te mjerenja u svrhu analize potencijalnog vezanja
markera 1 i/ili 3 s proteinom IbpA. S obzirom da je pri pH = 6,0 doslo do denaturiranja proteina
(kako je 1 opisano kasnije u ovom odjeljku), sljedeci je korak bio prirediti otopinu proteina IbpA
pri ve¢em pH (pH = 8,0) za provedbu analize strukture proteina spektrometrom masa. Nakon
analize same strukture proteina IbpA, Zeljele su se prouciti interakcije koje bi se mogle pojaviti

prilikom vezanja markera 1 1 3 s proteinom.
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Slika 15. Cjelokupni spektar FTMS ES* proteina IbpA (y = 200 ng uL!, pufer: acetonitril +
voda + mravlja kiselina, pH = 6,0) s umetkom A na kojem je prikazana struktura proteina,

izolacijska §irina = £3.
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Slika 16. Cjelokupni spektar FTMS ES* proteina IbpA (y = 200 ng uL !, pufer: acetonitril +
voda + mravlja kiselina, pH = 6,0) + marker 1 s umetkom A na kojem je prikazana struktura

markera 1 i umetkom B na kojem je prikazana struktura proteina IbpA, izolacijska Sirina = +3.

Slike 15 i 16 prikazuju cjelokupne spektre FTMS ES* proteina IbpA pri pH = 6,0 i proteina
IbpA pri pH = 6,0 + markera 1. Prema slici 15 je vidljivo da pri pH = 6 dolazi do denaturiranja
proteina IbpA bududi da su signali proteina pri m/z = 1535 i m/z = 1791 vrlo malog intenziteta
ili ¢ak u razini baznog signala. S obzirom da molarna masa za danu sekvencu proteina IbpA
(sekvenca:GSHGGYPPYNVELVDENHYRIAIAVAGFAESELEITAQDNLLVVKGAHAD
EQKERTYLYQGIAERNFERKFQLAENIHVRGANLVNGLLYIDLER) koristenu u svrhu
MS mjerenja iznosi M; = 10743 Da, jednostavnom provjerom moze se potvrditi da signali
prikazani na slici 17 odgovaraju proteinu IbpA (umnoskom mase i naboja pojedinog signala:
1535,67*7 = 10749,69 ili 1791,45*%6 = 10748,70). Nadalje, usporedbom slika 15 i 16 vidljivo
je da pri danim uvjetima u otopini (navedenim u odjeljku 3.3.3.) ne dolazi do vezanja markera
1 1 proteina IbpA (na slici 16 vidljiv je vrlo intenzivan signal molekulskog iona markera 1 pri
m/z = 385 te su signali m/z = 1535 1 m/z = 1791 nepromijenjeni u sluc¢aju proteina, odnosno

nema pomaka signala prema veéim vrijednostima m/z koji bi ukazivali na moguée vezanje
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markera i proteina). Signal markera 1 na slici 16 puno je intenzivniji u odnosu na intenzitete

signala proteina buduc¢i da je i koncentracija markera 1 ve¢a u odnosu na koncentraciju proteina

IbpA u istoj otopini.
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Slika 17. Cjelokupni spektar FTMS ES* proteina IbpA (y = 200 ng uL"!, pufer: acetonitril

+ voda + amonijev hidrogenkarbonat + tetraetilamonij, pH = 8,0) s umetkom A na kojem je

prikazana struktura proteina, izolacijska Sirina = +3.
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Slika 18. Cjelokupni spektar FTMS ES* proteina IbpA (y = 200 ng uL"!, pufer: acetonitril
+ voda + amonijev hidrogenkarbonat + tetraetilamonij, pH = 8,0) + marker 1 s umetkom A na
kojem je prikazana struktura markera 1 i umetkom B na kojem je prikazana struktura proteina

IbpA, izolacijska Sirina = £3.
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Slika 19. Cjelokupni spektar FTMS ES* proteina IbpA (y = 200 ng uL"!, pufer: acetonitril
+ voda + amonijev hidrogenkarbonat + tetraetilamonij, pH = 8,0) + marker 3 s umetkom A na
kojem je prikazana struktura markera 3 i umetkom B na kojem je prikazana struktura proteina

IbpA, izolacijska Sirina = £3.

Slike 17, 18 i 19 prikazuju cjelokupne spektre FTMS ES* proteina IbpA pri pH = 8,0,
proteina IbpA pri pH = 8,0 + markera 1 i IbpA pri pH = 8,0 + markera 3. Usporedbom navedenih
slika vidljivo je da pri zadanim uvjetima (prema odjeljku 3.3.3.) ne dolazi do vezanja ni markera
1 niti markera 3 s proteinom IbpA. Osim §to nema pomaka signala proteina prema veéim m/z u
oba slucaja, potvrda da nije doslo do vezanja su 1: prisutan signal iona fragmenta markera 1 na

slici 18: m/z = 370 (marker 1 bez jedne metilne skupine) te prisutni signali markera 3 na slici
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19: m/z = 865 (signal molekulskog iona) te m/z = 469 (vrlo intenzivan signal iona fragmenta).
Budu¢i da su spektri masa vezanja markera i proteina snimani pri radnim uvjetima za protein,
signal molekulskog iona markera 1 nije vidljiv u spektru prikazanom na slici 18. Potrebna su
daljnja istrazivanja za pronalazenje radnih parametara i uvjeta pogodnih za vezanje te analizu
vezanja markera i proteina IbpA, koja su onemogucena zbog COVID-19 pandemije. Ti ¢e uvjeti
u budud¢im istrazivanjima posluziti za proucavanje interakcija izmedu markera i proteina (poput
mijelin-asociranog glikoproteina, MAG) koji se nalaze u bioloSkoj matrici, toCnije

cerebrospinalnom likvoru.

4.3. Analiza tripeptida FFA te vezanja s Cu?* i Zn?" spektrometrom masa
uz ionizaciju elektrorasprSenjem (ESI-MS)

Tripeptid fenilalanil-fenilalanil-alanin (FFA) moZze premostiti dvije f-nabrane ploce te tako
sudjelovati u sprjeCavanju agregacije proteina te samim time i u prevenciji bolesti koje nastaju
kao posljedica nastajanja agregata u mozgu, buduéi da je poznato kako do agregacije proteina
dolazi uslijed slaganja B-nabranih ploca jednih iznad drugih (koje se povezuju nekovalentnim
interakcijama poput vodikovih veza). Zbog toga je provedena strukturna analiza tripeptida FFA
(m/z = 425,20) 1 njegovog vezanja s pojedinim metalima vaznim za pravilnu funkciju mozga
(to¢nije, cinkom 1 bakrom) koristec¢i spektrometar masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem (ESI-

MS) za pozitivan i1 negativan nacin ionizacije.

Provedena je MS? analiza, a cjelokupni spektri pozitivnog i negativnog nadina ionizacije
tripeptida FFA kao i pripadajuéi spektri MS? prikazani su na slici 20 i slici 21. Na slici 20
moguce je opaziti sljedeCe signale: signal tripeptida FFA bez jedne amino skupine [FFA-NH,]"
(m/z = 408,20), vrlo intenzivan signal vodikovog adukta molekulskog iona [FFA+H]" (m/z =
425,20), signal FFA s vezanim natrijem [FFA+Na]" (m/z = 447,20) te signal [FFAx+H]" (m/z =
849,29) i signal [FFA,+Na]" (m/z = 871,99). Slika 21 prikazuje spektre MS i MS? tripeptida
FFA koji ukazuju na to da tripeptid FFA stvara mnoge adukte prilikom negativnog nacina
ionizacije. Jedan takav adukt je i FFA s vezanim klorom [FFA+CI]™ kojemu odgovara signal:
m/z=459,10. Spektar MS? za signal m/z = 423,10 [FFA-H]" za negativan na¢in ionizacije (slika
21) nije prikazan buduéi da je prilikom mjerenja koriStena kolizijska energija (CE = 5 eV)

nedovoljna za fragmentiranje ovog signala. Na shemi 3 prikaz je puta MS? fragmentiranja
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tripeptida FFA prema spektru MS? (za signal vodikovog adukta molekulskog iona m/z = 425,20;
spektar prikazan plavom bojom) prikazanom na slici 20 (kolizijska energija koriStena prilikom
fragmentiranja iznosi CE = 5 eV). Shema 3 prikazuje fragmentaciju tripeptida FFA koja se
dogada kroz 3 kanala. Dva najintenzivnija signala u spektru pripadaju fragmentima koji nastaju
kao posljedica homolitickog cijepanja C-N veze (A i B put), dok manje intenzivan signal

pripada C putu koji odgovara heterolitiCkom cijepanju peptidne veze.

ES” FEA+H] ' 42510 MS?849@CE5
42552“ i 408,20 408,10
1004 _ »1 MS425@CE5 "
= 3700 | %
80 = - = ‘ | 849,32
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i | miz
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o
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Slika 20. Cjelokupni spektar MS pozitivnog nacina ionizacije tripeptida FFA (otopljenog u
metanolu, ¢ = 1,88 mmol dm™) sa spektrima MS? prikazanim plavom (za signal vodikovog
adukta molekulskog iona [FFA+H]" m/z = 425) i zelenom bojom (za signal [FFA,+H]" m/z =
849) te sa strukturom tripeptida FFA prikazanom na umetku A, izolacijska Sirina =+1 (CE =
5eV).
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Slika 21. Cjelokupni spektar MS negativnog nacina ionizacije tripeptida FFA (otopljenog u

metanolu, ¢ = 1,88 mmol dm™) sa spektrima MS? prikazanim zelenom (za signal [FFA+CI]

m/z = 459), crvenom (za signal [FA2]” m/z = 469) i plavom (za signal m/z = 537) bojom (CE

=5 ¢eV), izolacijska Sirina = +1.
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Shema 3. Prikaz puta fragmentiranja vodikovog adukta molekulskog iona [FFA+H]" (signal

m/z = 425) prema spektru MS? za tripeptid FFA (otopljen u metanolu, ¢ = 1,88 mmol dm™)

prikazanom plavom bojom (u umetku te na slici 20) s istaknutim homolitickim: A i B te

heterolitickim: C putovima fragmentiranja, izolacijska Sirina =1 (CE = kolizijska energija).
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4.3.1. Interakcija FFA s Cu*

Za potrebe analize interakcija izmedu FFA i Cu®" pripravljena je otopina kompleksa FFA-Cu?*

u metanolu u omjeru molarnih koncentracija FFA:Cu®*" = 1:3. Analiza je provedena metodom

ESI-MS za pozitivan (ES") i negativan (ES") nacin ionizacije. Svrha provedene analize jest

istraziti utjecaj bioloske matrice (u ovom slucaju cerebrospinalnog likvora) koja sadrzi mnoge

metale esencijalne za pravilno funkcioniranje ziv€anog sustava, medu kojima je i bakar. Mase

kompleksa FFA-Cu?" radunate su prema najstabilnijem izotopu bakra: **Cu, u = 62,929.

ES~ [FEFA+HI 100+ MSZ911 @CES
175 2 )
100 425.20 1 486,10
1 2
N
80 5
| k|
= 60 [FFA-NH:J" EP‘TM]_
q 408,20 |*47:20
a | 45590 . =00 4 BO0
S 40 [FFA+Cul™ 1 l486.10 [FFAz+Cu]** miz
1472 A+ +
| 243 .60 [FEA-H+Cu] 849 30
FFAHI 911 19 [FRA+Cul
20 -
D __A_“.ll [ - J_ % L ||.J.| M | wllly 1l
200 400 600 800 1000

iz

Slika 22. Cjelokupni spektar MS pozitivnog nac¢ina ionizacije kompleksa FFA-Cu?* (u otopini

metanola, omjer 1:3) s umetkom na kojemu je prikazan spektar MS? za signal m/z = 911

[FFA>+Cu]", CE = 5 eV (crvenom bojom istaknuti su signali kompleksa FFA-Cu?"),

izolacijska $irina = +1.
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Slika 23. Cjelokupni spektar MS negativnog nacina ionizacije kompleksa FFA-Cu*" (u

otopini metanola, omjer 1:3), izolacijska Sirina = +1.

Tablica 15. Signali MS kompleksa FFA-Cu?* (u otopini metanola, omjer 1:3) i pripadajuée

strukture.

Nacin ionizacije Signali (m/z) Struktura
911,19 [FFA>+Cu]”
849,30 [FFA+H]"
486,10 [FFA-H+Cu]*
Pozitivan na¢in 455,90 [FFA,+Cu]**
lonizacije 447,20 [FFA+Na]"
425,20 [FFA+H]"
408,20 [FFA-NH]"
243,60 [FFA+Cul?*
Negativan nacin 221,04 [FFA+S(_)4]7
ionizacije 469,10 [FA]
423,10 [FFA-H]
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Slika 22 i slika 23 prikazuju spektre MS i MS? tripeptida FFA u pozitivnom i negativnom
nadinu ionizacije nakon vezanja s Cu®*. Spektri MS? za signale m/z = 486,10, m/z = 455,90 (kod
pozitivnog nacina ionizacije) te za signale negativnog nac¢ina ionizacije nisu prikazani. Tablica
15 prikazuje povezanost struktura 1 signala u spektrima prikazanim na slikama 22 1 23. U slucaju
vezanja FFA i Cu®' iona, signal u spektru masa bit ¢e vidljiv kao [ukupna masa nastalog
kompleksa/nabojni broj bakra]. Primjerice, ukupna masa kompleksa [FFA,+Cu]** iznosi
911,35, ali zbog naboja Cu?" signal ovog kompleksa vidljiv je u spektru kao m/z = 455,90.
Nadalje, na slici 22 moze se uocCiti kako najintenzivniji signal (m/z = 425,20) pripada
vodikovom aduktu molekulskog iona [FFA+H]", dok je najintenzivniji signal za komplekse
FFA-Cu?** signal m/z = 486,10 ¢&iju strukturu moZemo opisati kao [FFA-H-+Cu]".
Najintenzivniji signal na slici 23 je signal adukta [FFA+SO4]", a sulfatni ion potjece od spoja
CuSO0sx5H,0 koristenog za pripravu otopine Cu?* iona. Takoder, na slici 23 je potrebno
istaknuti signal m/z = 469,10 s pripadnom strukturom [FA;]" koja nastaje nakon cijepanja
peptidne veze (na polozaju C prema shemi 3, pri ¢emu se odcjepljuje jedan fenilalanin) te zatim
dolazi do vezanja dvaju dipeptida FA u plinovitoj fazi spektrometra mase. Na slici 23 moze se
opaziti 1 signal molekulskog iona tripeptida FFA m/z = 423,10 [FFA—-H]  intenziteta u razini

baznog signala. Kao §to je vidljivo sa spektara i iz tablice 15, FFA se s Cu*" veZe u omjerima

1:1 te 2:1.

4.3.2. Interakcija FFA s Zn**
Za potrebe analize interakcija izmedu FFA i Zn®* pripravljena je otopina kompleksa FFA-Zn**
u metanolu u omjeru molarnih koncentracija FFA:Zn*" = 1:2. Analiza je provedena metodom
ESI-MS za pozitivan (ES") i negativan (ES") nacin ionizacije. Svrha provedene analize jest
istraziti utjecaj biolosSke matrice (u ovom slucaju cerebrospinalnog likvora) koja sadrzi mnoge
metale esencijalne za pravilno funkcioniranje ziv€anog sustava, medu kojima je 1 cink. Mase

kompleksa FFA-Zn*" radunate su prema najstabilnijem izotopu cinka: ®*Zn, u = 63,929.
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Slika 24. Cjelokupni spektar MS ES* kompleksa FFA-Zn?" (u otopini metanola, omjer 1:2;

crvenom bojom istaknuti su signali kompleksa FFA-Zn*"), izolacijska $irina = 1.

ES- - 422,97 458,99 [FFA+CI]-
1 MS?459@CES5
3
&
B0 = 5
=" 458,99
o B0- |
§ nfz
g w0 | [FA2
469,10
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i F A v 1
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Slika 25. Cjelokupni spektar MS ES kompleksa FFA-Zn?* (u otopini metanola, omjer 1:2) s
umetkom na kojemu je prikazan spektar MS? za najintenzivniji signal [FFA+CI]” m/z = 459

(CE =5 ¢V), izolacijska Sirina = £1.
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Tablica 16. Signali MS kompleksa FFA-Zn?" (u otopini metanola, omjer 1:2) i pripadajuce

strukture.

Nacin ionizacije Signali (m/z) Struktura
949,20 [FFA,+ZnCI]"
911,20 [FFA>-H+Zn]"
880,73 [FFA4+Zn]*"
871,28 [FFA>+Na]"
849,20 [FFAx+H]"
Pozitivan na¢in 669,30 [FFA3+Zn]*
ionizacije 525,06 [FFA+ZnCI]"
487,10 [FFA-H+Zn]"
456,20 [FFA2+Zn]*
425,20 [FFA+H]"
408,20 [FFA-NH]"
244,16 [FFA+Zn]*
Negativan nacin 469,10 [FA2|
ionizacije 458,99 [FFA+CI1]”
422,97 [FFA-H]"

Slika 24 i slika 25 prikazuju spektre MS i MS? kompleksa FFA-Zn?" (u omjeru koncentracija
1:2) za pozitivni i negativni nacin ionizacije. Tablica 16 prikazuje povezanost struktura i signala
u spektrima prikazanim na slikama 24 i 25. Slike MS? fragmentiranja za pozitivni nacin
ionizacije kompleksa FFA-Zn** prikazane u dodatku (slike D8, D9, D10, D11, D12 i D13)
dodatna su potvrda da signali istaknuti crvenom bojom na slici 24 pripadaju ovom kompleksu.
Kao i u slu¢aju kompleksa FFA-Cu?*, i na spektru kompleksa FFA-Zn?" u pozitivnom modu
najintenzivniji signal je m/z = 425,20 koji pripada vodikovom aduktu molekulskog iona
[FFA+H]", dok je najintenzivniji signal za komplekse FFA-Zn*" signal m/z = 456,20 &iju
strukturu moZemo opisati kao [FFA,+Zn]*" (slika 24). Za negativni na¢in ionizacije (slika 25)
najintenzivniji signal m/z = 458,99 pripada kompleksu [FFA+CI]", a kloridni ion potjece od
spoja ZnCl, koristenog za pripravu otopine Zn>* iona. Prema spektrima i tablici 16 vidljivo je
da se FFA sa Zn** veZe u omjerima: 1:1, 2:1, 3:1 i 4:1. Dakle, vezanje Cu®" i Zn>" s tripeptidom
FFA u razli¢itim omjerima ukazuje nam na moguci utjecaj bioloske matrice (u kojoj su, medu
ostalim, prisutni i ovi metali) na buduca istrazivanja djelotvornosti ovog tripeptida u realnom
uzorku. U svrhu daljnje analize uloge metala u razvoju neurolo$kih poremecaja, bilo bi korisno

prouciti dolazi li do nastajanja kompleksa FFA s magnezijem, kalcijem, Zeljezom i manganom.
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4.3.3. Analiza tripeptida FFA u deuteriranom etanolu

Provedena su mjerenja za tripeptid FFA otopljen u deuteriranom etanolu, a usporedba

cjelokupnih spektara masa za pozitivan nacin ionizacije s vremenskim razmakom od 0, 15, 45

1 60 minuta prikazana je na slici 26. Vidljivo je da dolazi do izmjene pojedinih protona

deuterijem (dolazi do povecanja molekulske mase pa su samim time signali vidljivi pri viSim

m/z). Usporedba cjelokupnih spektara masa za negativan nacin ionizacije nalazi se u dodatku

(slika D14). U deuteriranom etanolu otopljen je i kompleks FFA-Zn**, a cjelokupni spektar

masa za pozitivni nacin ionizacije prikazan je na slici 27, dok je isti spektar za negativni nacin

ionizacije prikazan na slici D15.

o : | _ ES*
E :g 1 - . 4 2 t=0min
B
£ 40 428,20
- o | |qa FIL r..lll . Jf"f ] pills m’l“I
400 450 Sk 850 900
-123 - t=15min
2 o0 410,12 42720 »
Tl | 451,10 gs620 58029
T | ' |
— i} | .
v—: . Il i T
I " 1
850 900
- — q .
Z t =45 min
. : §79.29
- ‘| , 856,29 "
= 20 | l" p i
= 0 rJ L|. [ il - r i i _Ir .!'l |J.L
L] L] Er T T 1
100900 450 miz 850 900
o a0 - t = 60 min
= b
Neodq0,02 450 B
g 40 | | 450,12 85529 879,29
o 2 | |
o J—dl A |I 1“ —r : Wiy 1-|.“|. X
400 450 = 850 900

Slika 26. Usporedba cjelokupnih spektara MS ES™ tripeptida FFA (otopljenog u deuteriranom

etanolu, ¢ = 1,88 mmol dm) snimljenih odmah nakon pripreme otopine te nakon 15, 45 i 60

minuta sa spektrom FFA (otopljenog u metanolu, ¢ = 1,88 mmol dm™>), izolacijska Sirina + 1.
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Slika 27. Cjelokupni spektar MS ES* kompleksa FFA-Zn?" (otopljenog u deuteriranom
etanolu, omjer 1:2, crvenom bojom istaknuti su signali koji pripadaju kompleksu), izolacijska

Sirina = +1.

Na slici 26 moZemo uociti reverzibilnu izmjenu protona deuterijem za signale m/z = 428,
m/z = 450, m/z = 855 1 m/z = 879. Usporeduju¢i spektre tripeptida FFA otopljenog u
deuteriranom etanolu sa spektrom tripeptida FFA prikazanim narancastom bojom (FFA
otopljen u metanolu) jasno je vidljiva izmjena protona deuterijem (najvjerojatnije s amino
skupina molekule FFA): 1) izmjena 2 protona za signal koji odgovara strukturi: [FFA-NH]",
2) izmjena 2-3 protona za signal koji odgovara strukturi [FFA+H], 3) izmjena 3-4 protona za
signal koji odgovara strukturi [FFA+Na]*, 4) izmjena 6-7 protona za signal koji odgovara

strukturi [FFA2+H]" te 5) izmjena 7-8 protona za signal koji odgovara strukturi [FFA>+Na]".

Usporedbom slika 24 i 25 (cjelokupni spektri kompleksa FFA-Zn** u metanolu za pozitivan
1 negativan nacin ionizacije) sa slikom 27 1 slikom D15 (cjelokupni spektri kompleksa FFA-
Zn>" u deuteriranom etanolu za pozitivan i negativan nadin ionizacije) moZe se primijetiti
pomak signala prema viSim m/z za signale kompleksa otopljenog u deuteriranom otapalu u

odnosu na signale istog kompleksa otopljenog u metanolu.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Brojna istrazivanja provedena su te se jos uvijek provode u svrhu ranijeg otkrivanja i prevencije
razvoja raznih neuroloskih poremecaja. Iz provedenog istrazivanja moze se, ponajprije,
zakljuciti kako je spektrometrija masa iznimno pogodna tehnika za ovu vrstu istrazivanja, s
time da metoda mora biti prilagodena uzorku i informaciji koju zelimo dobiti. Metoda ESI-MS,
kao nedestruktivna metoda moze se primijeniti na podru¢ju karakterizacije organskih i
bioloskih spojeva te njihovih interakcija sa Zeljenim proteinima i/ili metalima. Za analizu
spojeva poput cijaninskih boja i tripeptida FFA pogodnija je pozitivna od negativne ionizacije
elektrorasprsenjem, buduéi da spektri u pozitivnom nacinu snimanja u oba slucaja daju vise
signala, a time i viSe informacija o ovim spojevima. Takoder, metoda ICP-MS moze posluziti
u svrhu istrazivanja udjela metala u bioloskoj matrici (primjerice cerebrospinalnom likvoru) te

je sama metoda vrlo brza, osjetljiva i ima moguénost provodenja multielementne analize.

Rezultati analize bioloske matrice, to jest mjerenja masenih koncentracija pojedinih metala
u cerebrospinalnom likvoru nisu dostatni za donoSenje konkretnog zaklju¢ka o podrucju
vrijednosti masenih koncentracija tih metala kao pokazatelja razvoja nekog neuroloskog
poremecaja te su potrebna daljnja istrazivanja. Nadalje, strukturna analiza cijaninskih boja
(markera 1 1 3) te analiza njihovog vezanja s proteinom IbpA nije u potpunosti provedena i
potrebno je pronaci uvjete 1 radne parametre spektrometra masa pri kojima ¢e se moci provesti
analiza interakcija, a koji ¢e onda posluZiti u daljnjoj analizi interakcija markera 1 proteina iz
cerebrospinalnog likvora. Karakterizacija tripeptida FFA metodom ESI-MS pokazala je da FFA
stvara komplekse s Cu?* u omjerima 1:1 i 2:1, dok su za kompleks FFA-Zn*" ti omjeri: 1:1, 2:1,
3:1 1 4:1. U svrhu daljnje analize uloge metala u razvoju neuroloSkih poremecaja i utjecaja
bioloSke matrice, bilo bi korisno prouciti dolazi li do nastajanja kompleksa FFA s magnezijem,

kalcijem, zeljezom i manganom.

Na kraju, iako su potrebna jo§ mnoga istrazivanja kako bi se otkrio nacin ranog otkrivanja
bolesti mozga poput glioblastoma multiforme i Alzheimerove bolesti, ovim je radom napravljen
mali korak u analizi potencijalnih markera i inhibitora neuroloskih poremecaja te je ukazano na

moguci utjecaj bioloske matrice prilikom istrazivanja s realnim uzorcima.
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Slika D1. Cjelokupni spektar FTMS ES™ markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog acetata,

acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 umol L) s umetkom na kojem je prikazan uvecani i razvuceni

spektar signala m/z = 385, izolacijska Sirina = +1.
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Slika D2. Cjelokupni spektar ITMS ES™ (negativan nacin ionizacije) markera 1 (otopljenog u

otopini amonijevog acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 pmol L™!), izolacijska $irina = 1.
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Slika D3. Uvecéani spektar ITMS? ES* markera 1 (otopljenog u otopini amonijevog

acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 umol L!) s istaknutim signalom fragmenta m/z = 157
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Slika D4. Uvecéani i razvuceni spektar FTMS? ES* markera 1 (otopljenog u otopini

amonijevog acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 umol L™!) s istaknutim signalima fragmenta

m/z =370 (CE =100 eV), izolacijska Sirina = £1.
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Slika D5. Uvecéani i razvudeni spektar FTMS?® ES* markera 1 (otopljenog u otopini

amonijevog acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 38,65 umol L) s istaknutim signalima fragmenta

m/z =354 (CE =40 eV), izolacijska Sirina = £1.
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Slika D6. Cjelokupni spektar FTMS ES™ markera 3 (otopljenog u otopini amonijevog acetata,

acetonitrila i vode, ¢ = 17,20 pmol L), izolacijska $irina = 1.
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Slika D7. Uvecani i razvuceni spektar FTMS ES™ markera 3 (otopljenog u otopini

amonijevog acetata, acetonitrila i vode, ¢ = 17,20 umol L) s istaknutim signalima fragmenta

m/z =595, izolacijska Sirina = £1.
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Slika D8. Spektar MS? ES* fragmentiranja signala m/z = 487 kompleksa FFA-Zn**

(otopljenog u metanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina = £1 (CE =5 eV).
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Slika D9. Spektar MS? ES™ fragmentiranja signala m/z = 525 kompleksa FFA-Zn?"

(otopljenog u metanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina ==+1 (CE =5 eV).
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Slika D10. Spektar MS? ES™ fragmentiranja signala m/z = 669 kompleksa FFA-Zn>*

(otopljenog u metanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina = £1 (CE =5 eV).
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Slika D11. Spektar MS? ES™ fragmentiranja signala m/z = 880 kompleksa FFA-Zn**

(otopljenog u metanolu, omjer 1:

wo- EST
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Slika D12. Spektar MS? ES* fragmentiranja signala m/z = 911 kompleksa FFA-Zn**

(otopljenog u metanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina = £1 (CE =5 eV).
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Slika D13. Spektar MS? ES* fragmentiranja signala m/z = 949 kompleksa FFA-Zn>*

(otopljenog u metanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina ==+1 (CE =5 eV).
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Slika D14. Usporedba cjelokupnih spektara MS ES™ tripeptida FFA (otopljenog u
deuteriranom etanolu) snimljenih odmah nakon pripreme otopine te nakon 15, 45 1 60 minuta
sa cjelokupnim spektrom MS ES™FFA (otopljenog u metanolu), izolacijska Sirina = +1.
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Slika D15. Cjelokupni spektar MS ES kompleksa FFA-Zn?" (otopljenog u deuteriranom
etanolu, omjer 1:2), izolacijska Sirina = £1.
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