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SISSEJUHATUS

Inimorganismis toimub pidevalt glikatsioon, reaktsioon suhkrute ja valkude, aminohapete vodi
lipiidide aminorihmade vahel. Seda mitte-ensuimaatilist reaktsiooni kirjeldas esimesena

prantsuse teadlane Louis Camille Maillard 1912. aastal.

Reaktsiooni tulemusena tekivad glukatsiooni 18pp-produktid ehk AGE-d (ingl Advanced
Glycation End Products), mis on organismile kahjulikud thendid. AGE-d mdjutavad kehas
valkude v0i rakkude struktuuri ja toimimist ning on seotud mitmete raskete haiguste, naiteks
ateroskleroosi, kroonilise neeruhaiguse, diabeedi, neurodegeneratiivsete haiguste,
reumatoidartriidi ja krooniliste kopsuhaiguste arenguga (Aronson, 2002, Nicholl et al., 1998,
Mallipattu et al., 2012, Ik 529).

Diallusi vajavate patsientide jaoks on AGE-d tdsine probleem, sest diallilis ei asenda taielikult
neeru funktsioone ning ei eralda kéiki murgiseid jaékaineid, sealhulgas suuremaid AGE-
modifitseeritud valke. Hemodiallls on protseduur, mille kdigus eemaldatakse organismist
ureemilised jadkained ja liigne vedelik spetsiaalse aparaadi abil. AGE-de eraldumise
jalgimiseks ja parandamiseks on TalTechi teadlased loonud fluorestsentsil pdhineva optilise

monitori.

Loodud monitoriga kérgemal lainepikkusel fluorestseeruvate AGE-de ma6tmiseks vajatakse
markerihendit, milleks vOib sobida AGE-de hulka kuuluv crossline. Crossline on kahe
lUsiinijadagiga ristseotud molekul, mille slstemaatiline nimetus on 7-(5-amino-5-
karboksuulpentll)-1-(5-amino-5-karboksidlpentidl)-5-butadl-1,2,3,4-tetrool-1,2,3,4-

tetrahlidro-1,7-naftiridiin-7-ium ning keemiline valem C24H41N4O10. Uurimistéd Kkirjutamise
hetkel ei ole crossline kommertsiaalselt saadaval ning ainet vajavatel teadlastel tuleb crossline

ise stinteesida voi AGE-de poolt modifitseeritud valkudest eraldada.

Uurimistdo eesmark on leida meetod, mille jargi puhastada optilise monitori kalibreerimiseks

vajalik markertihend ehk crossline. Uurimistod koosneb kahest osast. Kirjanduse Ulevaates



kirjeldatakse glukatsiooni 10pp-produkte, nende olulisust diallilisipatsientidele ja to0s
kasutatavaid metoodikaid. T66 eksperimentaalne osa koosneb crossline’i suinteesist ning
puhastamisest tahkefaasilise ekstraheerimise ja kromatograafia abil. TO0 on protsess — kui
midagi t6otab, minnakse sellega edasi. Crossline'i saagist hinnatakse fluorestsentsi ja

massispektromeetriaga.

To0 kirjutamisel ja metoodikate valjatdotamisel on tuginetud teemakohastele teadusatrtiklitele.
Sunteesiskeemi loomisel on vbetud aluseks Nemet et al. 2011. aastal kirjutatud teadustdo,
milles voOrreldakse kahe AGE, glikoos-lisiin dimeeri GLUCOLDiI ja crossline’i analoogi

tekkimist Maillardi reaktsiooni jargi erinevatel tingimustel.

Autor tanab juhendaja Risto Tannerit pdhjalike seletuste ja sooja suhtumise eest, samulti
vbimaluse eest end uurimistdd kavandamisel pidevalt proovile panna. Tanusdnad kuuluvad ka
Riin Rebasele ja TU Katsekoja juhataja dotsent Koit Herodesele, kelle vastutulelikkus

vdimaldas teha t66 kdige olulisemad md6tmised.
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KASUTATUD LUHENDID

AcN — atseetonitriil — (acetonitrile)

AGE - glukatsiooni I16pp-produkt (advanced glycation end product)

Boc — tert-buttiilokstikarbonulriihm (tert-butyloxycarbonyl protecting group)
B2M — beeta-2-mikroglobuliin (82-microglobulin)

CKD - krooniline neeruhaigus (chronic kidney disease)

DAD — UV-spektreid registreeriv detektor (diod array detector) kromatograafidel
DCM - diklorometaan (dichloromethane)

Em — emissioon (emission)

Ex — ergastus (excitation)

HPLC - korgsurvevedelikkromatograafia (high performance liquid chromatography, high

pressure liquid chromatography)

MeOH — metanool (methanol)

MS — massispektromeetria (mass spectometry)

m/z — massi-laengu suhe (mass to charge ratio)

RAGE — AGE retseptor (receptor for AGE)

SRAGE - veres ringlev RAGE (soluble RAGE)

SPE - tahke faasi ekstraktsioon (solid phase extraction)
TFA — trifluorodéadikhape, (trifluoroacetic acid)

NH4 form — ammooniumformiaat (ammonium formiate)

UV — ultraviolett (ultraviolet)



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Glukatsiooni |6pp-produktid

Glukatsiooni 16pp-produktid (ingl advanced glycation end products, AGE) on heterogeenne
ainetihendite rdhm, mis tekib valkude, lipiidide vdi aminohapete glukatsiooni tulemusel
(Oleniuc et al., 2011, Ik 299). Glukatsioon on suhkru molekuli mitte-ensiimaatiline seostumine

lipiidi, aminohappe vdi valgu molekuliga.

AGE-d on organismile kahjulikud tUhendid. Need on reaktiivsed ja nii rakusisesed kui ka
rakuvdlised valgud vdivad nende toimel kehas glikeeruda ja/vdi okstideeruda. Sellistel
valgutasandil toimuvatel kahjustustel on organismile oluline mgju. AGE-d on seotud mitmete
raskete  haigustega, néaiteks ateroskleroos, krooniline  neeruhaigus, diabeet,
neurodegeneratiivsed haigused, reumatoidartriit, kroonilised kopsuhaigused (Mallipattu et al.,
2012, Ik 529, Aronson, 2002, Nicholl et al., 1998). Ka tervetel inimestel mbjutavad need keha

loomuliku vananemise kaigus (Ulrich, Gerami, 2001, Ik 2).

Olulisemad mehhanismid, millega AGE-d haigestumistele ning haiguste tusistuste tekkimisele

kaasa aitavad, on:

1. rakumembraani pdhiliste molekulide vahel ristihenduste moodustamine ehk

molekulide omavahel kokkusidumine, mis mdjutab pisivalt koe struktuuri;

2. AGE-de interaktsioon spetsiifiliste rakuretseptoritega rakupindadel, mis mdgjutab

rakkudevahelist ainevahetuse regulatsiooni. (Goldin et al., 2006, Ik 601)

AGE-sid pole bioloogilistest materjalidest nagu veri Kliinilises praktikas lihtne mé6ta. Onneks
on vaikesel osal AGE-dest omadus fluorestseeruda, mis lihtsustab nende tuvastamist
kehavedelikes. AGE-de sisaldust kehas hinnatakse fluorestseeruvate markeriihendite, naiteks
pentosidiini jargi. (Adler, 2017, Ik 8-9)

1.1.1. Maillardi reaktsioon

Mitte-ensiimaatiline glikatsioon ehk Maillardi reaktsioon on reaktsioon redutseerivate
suhkrute ja vaba aminorlhmaga tUhendite — lipiidide, aminohapete v8i valkude vahel (Goldin
et al., 2006). Prantsuse teadlane Louis-Camille Maillard oli esimene, kes mitte-enstiimaatilist

glikatsiooni 1900. aastate alguses teaduslikult uuris.

AGE-de teke on keeruline molekulaarne protsess, mis sisaldab endas lihtsaid ja keerukamaid
reaktsioone, mis toimuvad nadalate vdi kuude jooksul (Singh et al., 2001, Ik 130).
Redutseerivad suhkrud (nt gliikoos, fruktoos, galaktoos, mannoos, riboos) on oma olemuselt
nukleofiilide suunas reaktiivsed. Nende reaktiivsus lammastikaluste suhtes ongi Maillardi
reaktsiooni alus (Urlich, Cerami, 2001, |k 3). Maillardi reaktsiooni algatab reaktsioon suhkru

aldehiidrihma ja aminorihma, naiteks lUsiini kdrvalahela e-aminogruppide, vahel. Selle
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tulemusena moodustub reageerinud suhkrust ja valgust koosnev tUhend, Schiffi alus, ning
eraldub vesi. Schiffi alus moodustab sidemete Umberpaigutamisega Amadori produkti, mis
laguneb edasi stabiilsemateks AGE-deks (vt joonis 1). (Nemet et al., 2011, |k 1)

H\ 0 H\C,,N—Valk OF. <=Vl
H-C- OH H-C- OH c=0
HO-C-H  + NH.- Valk HO-C- H HO-C-H
H 'CI' OH  Lasiini vai arginiini jask H ‘C" OH H -(,:— OH
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
CH,OH CH,OH CH,OH
Redutseeriv suhkur Schiffi alus Ketoamiin
(Amadori produkt)
Valk - AGE AGE - Valk - AGE
(valgu adukt) (valgu ristiihendus)

Joonis 1. Maillardi reaktsiooni skeem (Adler, 2017, kohandatud Gkogolou ja Bohm 2012
pohjal)

Reaktsiooni teine etapp ehk vahefaas h6lmab dehidratatsiooni, oksidatsiooni,
fragmenteerumist ja teisi Schiffi aluste, Amadori Ghendite, samuti algsete suhkrute, amiinide,
lipiidide ja teiste biomolekulide reaktsioone. Toodetakse reaktiivseid vahelhendeid nagu
kullastumata karbontdlid, dikarbonudlid, furaanid, reaktiivsed hapnikutihendid (ROS) ja
lihtsamad amiinid. AGE-de teke on nii okstidatiivse keskkonna kiirendatud kui ka selle looja

(Mossine, Mawhinney, 2010).

Maillardi reaktsiooni viimane etapp hdlmab vahesaaduste muutmist stabiilsemateks
Uhenditeks. Mitmekordsete rekombinatsiooni, lagunemise ja kondenseerumisreaktsioonide

tulemusena tekivad vaga erinevad, sageli ristseotud voi varvilised hendid. (Ibid.)

Maillardi reaktsiooni kiirendavad kdrge lahteainete ehk suhkrute ja valkude kontsentratsioon
ja oksudeeriv keskkond (Goldin et al., 2006, |k 597). Kdrge suhkrusisaldus suurendab
reaktiivsete aldehiidide ja |abi Le Chatelier printsiibi ka tekkivate AGE-de hulka. Oksudeeriv
keskkond aitab kaasa pika aja valtel toimuvatele fragmeteerumis- ja
okslideerumisreaktsioonidele. Seetbttu on diabeeti pddevatel inimestel, aga ka naiteks
suitsetajatel AGE-de ning nende tekitatud kahjustuste tase kehas kérgem (Ulrich, Cerami,
2011, lk 12, Nicholl et al., 1998, |k 598). Ka fosfaatioonid vdivad reaktsiooni kiirendada,
katalliiisides gliikoosist ja lusiinist moodustunud Schiffi aluse sidemete Umberpaigutumist
Amadori produktiks (Nemet et al., 2011, Ik 8).



Maillardi reaktsioonil on oluline osa ka toidukeemias. Leiva réstimisel voi liha kuumutamisel
tekkiv pruunikas kiht on reaktsiooni otsene tulemus. Just tdnu Maillardi reaktsioonile on
pruunistatud toidul omane aroom ja maitse. Kuigi kuumutamisel tekkivad tihendid, AGE-d, on

kehale kahjulikud, maitsevad inimestele pruunistatud toidud ning p&hjus arvatakse olevat
evolutsiooniline: kuumutatud toit sisaldab vaiksema t6endosusega kahjulikke baktereid ja on
ohutum (Hartings, 2011).

1.1.2. Valk-valk ristsidemed

Uks peamisi mitte-ensiimaatilise gliikatsiooni tagajargi on valgu ristihenduste moodustumine
(Nemet et al., 2011, Ik 2). See tdhendab, et suhkrujadk seostub valgu struktuuris lahestikku
olevate aminohappejadkidega, sidudes need omavahel kokku. Ristsidumine muudab valgu
struktuuri jadigemaks, mistbttu ei saa valk (naiteks ensuim) téita oma funktsiooni. Valk-valk
ristsidemete tekkega pikaealistel valkudel seostatakse suurt osa diabeedi ja vananemisega
seotud komplikatsioonidest. (Urlich, Cerami, 2001, Ik 4,11).

Uks AGE-dele vastuvotlikest pikaealistest valkudest on kollageen. Kollageeni loomuliku
moodustamise kaigus on ristsidemete moodustumine tegelikult normaalne néhtus.
Ristsidemed tagavad kollageeni optimaalse tugevuse-painduvuse tasakaalu. Kollageeni tekkel
algatab ristiihendusteni viiva reaktsiooni enstiim, mille jaoks ei ole nn taiskasvanud kollageeni
reaktsioonitsentrid enam steeriliselt kattesaadavad. Vaiksemate AGE-de jaoks ei ole aga
steeriline piirang takistuseks ning need vdivad kollageenil ristsidemete moodustamist jatkata.
Liigne ristsidumine sidekoes vahendab viimase elastsust ja paindlikkust ja muudab koe
rabedaks. AGE-de mdju veresoontes paiknevale kollageenile vdib kaasa tuua ateroskleroosi,
koronaarhaiguse (veresoonte sulgumine pargarterites), kehva perifeerse vereringe ja
neerukahjustuse. (lbid., Ik 11-12)

Ka silmalaatsede valgud on pika elueaga ja AGE-dele vastuvdtlikud. Nende reageerimise maju

vdib viia vanemate inimeste seas levinud katarakti ehk hallkae tekkeni. (lbid., Ik 11-12)

Kollageeniga toimuvad muutused toetavad AGE-de rolli vananemise kiirendajatena. Nii
loomadel kui ka inimestel on leitud markimisvaarne korrelatsioon vananemise, strukturaalse
kollageeni jaigenemise, pruunikaskollase varvuse ning fluorestsentsi tekkimise ja AGE-de
sisalduse vahel — muutused, mis on diabeedi korral kiirenenud. (Ibid, |k 12). Kuna inimestel
pole AGE-de eemaldamiseks ensilime, sobib glikatsiooniprotsess hasti teooriaga, et

ainevahetusjaakide kogunemine kehas viib vananemiseni (Kim et al., 2017, |k 55).

Diabeet kiirendab vanusega seotud kollageeni ristsidumise suurenemist ja AGE-de
kogunemist kehas. See viitab sellele, et gliikoosist tingitud ristsidemete moodustumine voib
kaasa aidata nii krooniliste diabeetiliste tisistuste kui ka vananemise fuusiliste muutuste
tekkele. (Brownlee et al., 1986, |k 1629)



1.1.3. AGE retseptorid ehk RAGE-d

Lisaks ristsidemete tekitamisele mojutavad kehas ringlevad AGE-d |abi retseptorite rakkude
t00d. RAGE-d on retseptorid immunoglobuliini perekonnast, mis on vdimelised seonduma
Maillardi reaktsiooni kaigus tekkivate glikatsiooni 18pp-produktidega (Neeper et al., 1992, Ik
14998). AGE-dega seostuvad mitmed retseptorid: mdned neist on spetsiifilised ja aitavad
kaasa AGE-de eemaldamisele, samas teised, nagu RAGE-retseptor, on mittespetsiifilised,
seotud pdletiku ja oksudatiivse stressiga ning neid peetakse AGE-ga seotud haiguste
vahendajateks (Pinkas, Aschner, 2016, Ik 707).

AGE-d aktiveerivad labi RAGE-de signaalmehhanismi, mis pdhjustab rakkudele stressi ning
talitlushaireid ning viib pdletikulise reaktsioonini. Krooniline pdletik aitab aga kaasa krooniliste
haiguste arengule ning kiirendab komplikatsioone: immuunsussisteemi reaktsioon pdletikule
kahjustab ka terveid rakke, kudesid ja organeid (Santos-Longhurst, 2018). Selle tulemuseks

voivad olla organite kahjustused, mis viivad edasiste komplikatsioonideni.

Lisaks AGE-de kogusele kehas s6ltub ka RAGE-de kogus elustiilist: 2. tltpi diabeedihaigetel
on seerumi sRAGE-de (ehk veres leiduvate RAGE-de) tase oluliselt kdrgem kui mitte-
diabeetikutel ning diabeedi olemasolu on séltumatu sSRAGE-sid maarav tegur. (Nakamura et
al., 2006, Ik 370)

1.1.4. Crossline

Crossline on ks fusioloogilistes tingimustes moodustuvatest fluorestseeruvatest AGE-dest
(Urlich, Gerami et al., 2001, Ik 5; Obayashi et al., 1996). Ta on ristseotud molekul, mis on
moodustunud kahe Amadori produkti Ghinemisel Maillardi reaktsiooni kaigus. Crossline’i

tekkemehhanism on toodud lisas 1.

Eri autorid kasitlevad crossline’iks nimetatavat ainet erinevalt. Nafturidiinil pdhinev
pohistruktuur on kasitluses Ghine, kahe aminorihmaga seotud rihmad mitte. Kirjanduse pdhjal
on crossline enamasti seotud lusiinijaakidega (Derbré et al., 2013, Ulrich, Cerami, 2011, Kim
et al., 2017), kuid crossline’iks on nimetatud ka teiste Uhenditega (aminohappejaakidega)
seotud molekule (Nemet et al.,, 2011, Obayashi et al., 1996). Siinses t60s kasitletakse
crossline’i kahe lusiinijaagiga ristseotud molekulina, mille sistemaatiline nimetus on 7-(5-
amino-5-karbokstitlpentiiil)-1-(5-amino-5-karboksutlpentidl)-5-butidl-1,2,3,4-tetrool-

1,2,3,4-tetrahlidro-1,7-naftiridiin-7-ium ning keemiline valem Cz4H41N4O1p (Vt joonis 2). Tanu

mitmetele hudrofiilsetele hiidroksul- ja aminorihmadele on crossline vees hasti lahustuv.



8 Crossline
(Aexc 379 Nnm; Agy, 463 nm)

Joonis 2. Crossline’i keemiline struktuur (Derbré et al., 2013)

1996. aastal tehtud uuringu tulemused nditavad, et suurem osa glikatsiooni 16pp-produkte
sisaldavatest valkudest on ristseotud crossline’iga sarnanevate struktuuridega. Crossline’i-
laadsete struktuuride mo6tmine kudedes vOib olla indeksiks vananemisele ja diabeedi
komplikatsioonide tekkele. (Obayashi et al., 1996, |k 37)

1.2. Neeruravi

1.2.1. Dialtuus

Tervetel inimestel puhastavad verd jadkainetest ning eemaldavad kehast liigset vedelikku
neerud. Kui inimese neerud ei toimi piisavalt ja verre on kogunenud ohtlikul hulgal mirgiseid
jaékaineid, kasutatakse neeru funktsioonide asendamiseks dialltsi. Dialtsini viiva
neerukahjustuse peamine pohjus on krooniline neerupuudulikkus (CKD), mida p6eb maailmas
kergemal v@i raskemal kujul ligi 14% rahvastikust. CKD puhul ei muutu neerutegevus enam

kunagi normaalseks (National Kidney Foundationsi kodulehekiilg).

Dialitsi on v@imalik teha kahel viisil: hemodialilsina ja peritoneaaldialitsina.
Peritoneaaldialtdsil imbuvad kahjulikud ained k6huédnde viidud vedelikku, mida saab patsient
kodus ise vahetada. Levinumat meetodit ehk hemodiallilisi tehakse spetsiaalse aparatuuri abil
diallUsikeskuses tavaliselt kolm korda néadalas kestusega 4-5 tundi. (Pdhja-Eesti

Regionaalhaigla, 2016)

Hemodiallts toimib difusiooni pdhimottel. Veri ja diallisaat liguvad membraaniga eraldatud
torudes, jadkained liiguvad verest labi membraani madalama kontsentratsiooniga
dialidsivedelikku (vt joonis 3). Dialtsil on oluline mitte eemaldada verest olulisi aineid, naiteks
punaseid vererakke, limfotsutte ja valke. Seet6ttu ei ole membraanide avad piisavalt suured,
et eraldada osa kahjulikest jaakainetest, naiteks suuremaid AGE-modifitseeritud valke. Parim

ravi on siiski uue neeru siirdamine.
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Joonis 3. Hemodiallitsi todpdhim&te (Kidneypatientguide kodulehekiilg)

Maailmas suureneb [6ppfaasis CKD patsientide arv 5-7% aastas. Selle pdhjus on
elustiilihaiguste levimine maailmas (dialtdsini viiva neerukahjustuse peamine p&hjus on
diabeet) ning ka ravi kattesaadavamaks muutumine kolmanda maailma riikides. Doonorneere

on vahem kui ravi vajavaid patsiente. (University of California San Francisco kodulehekiilg)

1.2.2. Ureemiline siindroom

Erinevalt elavatest neerudest ei anna dialllsiaparaat kehale olulisi aineid tagasi. Seet6ttu ei
saa ideaalset dialtiisi olemas olla. Mida efektiivsem on mirkide eemaldamine, seda rohkem
viiakse vélja ka kehale vajalikke aineid. Parameetriks, mis membraanide poori suurusele piiri

seab, on veres leiduv valk albumiin (Kriefer, Canaud, 2003, Ik 561).

Ureemiline stindroom on neeruhaigetel tekkiv keeruline mirgistuse seisund. Selle p&hjus on
pidev Uhendite sailitamine kehas, mille tervetel inimestel viivad vélja neerud. Neid thendeid
nimetatakse ureemilisteks jaakaineteks voi ureemilisteks toksiinideks, kui need mdjutavad
negatiivselt bioloogilisi funktsioone. Ureemilise stindroomi tulemuseks on mitmetahulised
Kliinilised probleemid. (Vanholder et al., 2003, |k 1934-1935)

Ureemiline siindroom, mida piiltakse diallitisiga leevendada, puudutab palju rohkemaid aineid
kui kasutatavad peamised markerid uurea ja kreatiniin. Selleks, et dialutsravi efektiivsemaks
muuta, peab jalgima ka teiste ureemiliste toksiinide eraldumist. Diallilis peaks olema disainitud
viisil, mis tagab, et mitte ainult standardmolekulid, vaid ka kliiniliselt olulised murkained saavad
efektiivselt eemaldatud. (Ibid., Ik 1939-1941)

1.2.3. AGE-de eraldumine dialtusil

Tervetel inimestel eraldavad kehast glikatsiooni 16pp-produkte neerud. Kui kahjustatud valgud
enam ei toimi, siis lagundab need keha ja aminohapetega seotud véaiksed AGE-d (ingl AGE
free adducts) filtreeritakse neerude kaudu kehast vélja. Kuna AGE-d erituvad peamiselt
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neerude kaudu, suureneb neerufunktsiooni langusega AGE-de tase vereseerumis (Vlassara
et al.,, 1994, Ik 54). Dialuusist on kasu, kuid mitte palju — tavaline hemodialiiiisi seanss
eemaldab verest tdhusalt vaid vaiksema molekulmassiga AGE-sid ja vdhendab tavaliselt vere
AGE-de taset kuni 20% (Dhondt et al., 2000).

Ometi saab seda efektiivsust suurendada seansside sageduse vdi kestuse suurendamisega.
On ka naiteks meetod, hemofiltratsioon, mille kdigus eemaldatakse molekulid kehast vere
ultrafiltrimisega hudrostaatilise r6hu all labi suuremate pooridega membraani. Suure
labilaskvusega membraanid vahendavad vere AGE-de sisaldust kuni 60% (Gerdemann et al.,
2000, Ik 276). On leitud, et konvektiivsed teraapiad mitte ainult ei eralda efektiivselt ureemilisi
toksiine, vaid vahendavad ka pdéletikuliste markerite taset (Susantitaphong et al., 2013, Ik
2871). Seega on praeguste dialtitisimeetoditega voimalik AGE-sid efektiivsemalt kehast valja

tuua, kuid sellel on oma takistused, esmajoones koormus patsiendile, ohutus ja hind.

1.2.4. Muud vBimalused AGE-de vahendamiseks

AGE-de hulk organismis on inimese elustiiliga tihedalt seotud ja nende vahendamiseks
organismis on mitmeid vdimalusi. Uks viis on jalgida kehavaliselt tekkinud AGE-de tarbimist,
sest need moodustavad olulise osa koikidest AGE-dest — Maillardi reaktsioon toimub ka
naiteks toiduvalmistamise kaigus. Sula ei soovitata kdrgel temperatuuril kuumutatud toite
nagu grillitud liha, mis sisaldavad juba tekkinud AGE-sid. Madalal kuumusel ja niiskes
keskkonnas kiipsetamine vahendab oluliselt tekkivate AGE-de hulka. (Mallipattu, Urribarri,
2014, Ik 548)

Teine viis on aeglustada organismis toimuvat Maillardi reaktsiooni. Oluline on veresuhkru
jalgimine ehk glikeemiline kontroll, sest kdrgem suhkru kontsentratsioon veres suurendab labi
Le Chatelier printsiibi reaktiivsete aldehiidide kontsentratsiooni ja kiirendab AGE-de
tekkimist. Ka oksideeriv keskkond kiirendab reaktsiooni. Naiteks on suitsetajate kudedes
oluliselt kérgem AGE-de tase (Nicholl et al., 1998, Ik 598). Seetbttu on kasulik sltla
antiokstidante ja valtida oksudatiivset stressi tekitavate ainete (naiteks tubaka ja alkoholi)
tarbimist. Maillardi reaktsiooni inhibeerimiseks ja AGE-de kehast valja viimiseks on vélja
tootatud ravimid. (Mallipattu, Urribarri, 2014, Ik 548-549)

1.2.5. Markerthendi olulisus

Nii fluorestsents- kui ka massispektromeetria (MS) vb6imaldavad mddta aineid tapselt ja
tundlikult ka vaga vaikeses koguses. llma vordlusmaterjalita ei saa aga mddtmise tulemusi
aine paris sisaldustega kokku viia, sest ained fluorestseeruvad voi ioniseeruvad erinevalt.
Naiteks vBib tuua lahused ainetega, millest Uks fluorestseerub intensiivselt ja teine vaikses
koguses. Vastavaid koefitsiente teadmata ei saa nende koguseid fluorestsentsi jargi vorrelda.
Sama kehtib MS-i kohta seaduspara: kuna ained ioniseeruvad erinevalt, vbivad Uhesuguse

kérgusega piigid tdhendada erinevat aine hulka mdddetavas lahuses. Probleemi
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lahendamiseks kasutatakse modtmisel vordluseks standardlahuseid — lahuseid, milles on
uuritava aine kontsentratsioon tapselt teada.

Loodud optilise monitori kalibreerimisel ei ole vdimalik kdikidest dialuisaadis leiduvatest
ainetest standardeid luua ja nende sisaldust fluorestsentsi jargi hinnata. Proovis leiduvate
ureemiliste toksiinide iseloomustamiseks kasutatakse markeriihendeid. Nende kogus
moddetakse dialiisaadis (standardlahusega vorreldes) kromatograafiaga ning seda
vorreldakse fluorestsentsiga. Korrelatsiooni kaudu markerihendite sisalduse ja dialisaadi
fluorestsentsi vahel pliitakse fluorestsentsmonitori naidu jargi hinnata kogu AGE grupi ainete

sisaldust diallisaadis.

AGE-de eraldumist iseloomustavaks markeriihendiks on seni kasutatud pentosidiini. Probleem
on aga selles, et pentosidiin ei sobi kdikide AGE-de iseloomustamiseks. AGE-de
modifitseeritud valkudes, nditeks beeta-2-mikroglobuliinis (32M), toimub fluorestseerumine
pentosidiini lainepikkusest pikemal lainepikkusel, nagu on naha joonistelt 4 ja 5 (B2M
emissiooni maksimum on lainepikkusel ~450 nm, pentosidiinil ~375 nm). Ka need tihendid on
kliiniliselt olulised. Valk $2M on oluline ureemiline toksiin — kdrge B2M kontsentratsioon veres
on kroonilise neeruhaigusega patsientidel tervise halvenemise indikaator (Cheung et al., 2006,
Ik 554). Kérgematel lainepikkustel fluorestseeruvate AGE-de koguse hindamiseks on soovitav
leida ka teine markertihend. Selleks markeriihendiks vdib fluorestsentsi jargi sobida crossline
(Derbré etal., 2013). Vordluseks vdib tuua ka Obayashi et al. uuringu tulemused, mis naitavad,
et suurem osa AGE-sid sisaldavatest valkudest on ristseotud crossline’iga sarnanevate
struktuuridega (Obayashi et al., 1996, |k 37).

Seega voib uurimistdd dnnestumisel saada lisaks pentosidiinile tdiendava markerithendi AGE

kahjustatud valkude koosseisus olevate AGE-de dialtisil eraldumise paremaks hindamiseks.
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Joonis 4. Patsiendi dialisaadi supernatandi ja sademe ning amiloidse b2m (Miyata et al.,
1993) fluorestsentsi vordlus (Kressa, 2013, Miyata et al., 1993 pdhijal)
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Joonis 5. Pentosidiini fluorestsentsspektrid. Roosa joon tahistab pentosidiini lahuse ergastuse
ja sinine emissiooni intensiivsust (Adler, 2017, avaldamata)

Crossline’i markerainena kasutamiseks on vaja selle kindla kontsentratsiooniga lahust. Kuna
kommertsiaalselt ei ole crossline’i saadaval, on vaja leida selle puhastamiseks vajalik
metoodika. Crossline’i kohta ei leitud kirjandusest molaarset neeldumiskoefitsenti. See
tdhendab, et enne standardlahuse loomist tuleb crossline puhastada, lahusest vilja

kristalliseerida ja kaaluda.
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2. METOODIKA, APARATUURI JA REAGENTIDE KIRJELDUS

2.1. Fluorestsents

Fluorestsents on valguse kiirgumine ainest, mida on varem ergastatud suurema energiaga
kiirgusega. Elektronid ergastatakse ja need liiguvad k6rgema energiaga orbitaalidele ja tagasi
ning naastes orbitaalile vbivad kiirata footoni. Fluorestsents on luminestsentsi alaliik ning
erineb kdige sagedamini esinevast fotoluminestsentsist selle poolest, et kirgumine toimub
luhikest aega pérast ergastumist. (Kiisk, 2015, lk 1)

Fluorestsentsi kasutatakse fluorestseerumisvdimeliste ainete tuvastamiseks lahustes ning
analtitilises spektroskoopias. Seda modtes on vdimalik m&arata fluorestseeruva aine
kontsentratsioon lahuses valguse neeldumisega vorreldes tundlikumalt. Fluorestsentsi

moddetakse ergastatava valgusega risti (vt joonis 6). (Ibid., Ik 1-2)

Sample in
Excitation filter or 1
monochromator Flow cell
- /
-
P
- -
Light - O —#L
source R - - - Out
‘\:: /ﬁ'h‘\

III: ’: A0 Emission filter or
*6* “~  monochromator
Photodetector
Joonis 6. Kromatograafi fluorestsentsdetektor (Dolan, 2016)

Fotoluminestsentsil on kaks nn koordinaati: ergastatava ehk lahuses neelduva kiirguse
lainepikkus Aem ja detekteeritava ehk eralduva kiirguse lainepikkus Aex. Molekulidel on tihti laiad
neeldumis- ja kiirgusribad. Need vbivad erinevatel ainetel kattuda, mistdttu on ainete
eristamine proovis raskendatud. Samas, kui kahel ainel on sarnased kiirgusspektrid, vdivad
neil olla erinevad neeldumisribad, v8i kui neeldumisribad kattuvad, v8ivad selgemalt eristuda
kiirgusspektrid. Selle tdttu moddetakse fluorestsentsi ergastus-kiirgusmaatriksit ehk
totaalspektrit. Totaalspekter kaardistab nii lahuse neeldumis- kui ka kiirgusspektri ning
fluorestsentsi tugevuse (vt joonis 7 ja 8). Joonisel 7 on kujutatud tuntud bioloogiliste ainete
fluorestseerumise koordinaadid totaalspektril. Joonisel 8 on toodud crossline’i sisaldava
stinteesisegu totaalspekter parast inkubeerimist. Crossline fluorestseerub maksimaalselt
lainepikkusel ex 380 / em 463 nm (Derbré et al., 2013). (Kiisk, 2015, Ik 2)
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tuntud bioloogilistel ainetel (Kiisk, 2015) Varvus naitab fluorestsentsi intensiivsust,
y-teljel on ergastamise lainepikkus ja x-
teliel ergastatava kiirguse lainepikkus
(autor)

2.2. HPLC ehk kdrgsurvevedelikkromatograafia
Kromatograafia on meetod komponentide eraldamiseks ainete segudest. See p8&hineb
molekulidevahelistel vastastiktoimetel: hudrofiilsetel ja hudrofoobsetel mdjudel ning

elektrostaatilistel jdududel.

Kromatograafia hdlmab statsionaarset ja liikuvat faasi. Liikuv faas ehk eluent voolab labi
statsionaarse faasi ehk kolonnitdite. Molekulid, millel on statsionaarse faasiga tugevam
vastastiktoime, liiguvad labi kolonni aeglasemalt. Kuna erinevad ained lébivad kolonni eri
ajaga, saab kromatograafia abil ained segudest eraldada vdi mddta nende esinemist ja
sisaldust. (TU, 2015a, Ik 1)

Eristatakse mitut liiki kromatograafiat. Kdrgsurvevedelikkromatograafia (HPLC, ingl high
performance liquid cromatography, ka high pressure liquid chromatography) kasutab
peeneteralisi adsorbente ja liikuva faasina vedelikke, mille poorselt adsorbendilt
labivoolutamine nduab suurt rdohku. R6hu kasutamine aitab reagente ja ruumi kokku hoida:
tanu sellele saavutatakse maksimaalne lahutusvdime minimaalse kolonni suuruse ja liikkuva

faasi hulgaga.

Ainete identifitseerimiseks parast kromatografeerimisel segu komponentideks lahutamist
kasutatakse erinevaid metoodikaid. TalTech Tervisetehnoloogiate Instituudi laboris on
kromatograafidel kasutuses UV-detektor, fluorestsentsdetektor ja massispektromeeter.
Viimane polnud uurimistdd tegemise hetkel t6dkorras. Mo66tmisi aitasid teha

Keskkonnauuringute Keskuse ja Tartu Ulikooli Katsekoja laboratoorium.

2.3. Kromatograafia kolonnid
Tanapdaeval on saadaval lai valik erinevaid HPLC kolonne, kus ainete putdmisel mangivad

rolli erinevad molekulidevahelised vastasmagjud.
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TU-s oli vdimalik kasutada kolonni Kinetex C18 pikkusega 100 mm siselabim&dduga 3 mm,
tera suurusega 2,6 pm, poorsusega 100 A (firma Phenomenex, Torrance, CA, USA), kus
poorse silikageeli pinnale on kovalentselt seotud hiidrofoobsed oktadetsiitlradikaalid (vt joonis
10). Kolonni pikk susivesinikahel vbéimaldab hudrofoobsete ainete sidumist vesilahustes.
Arvati, et meetod vdib crossline’i eraldamiseks sobida, sest molekuli aromaatne tuum seob
seda kolonni mittepolaarse pinnaga. Uhtlasi on crossline tanu mitmetele hiidroksudlriihmadele
suuremast osast AGE-dest polaarsem ning C18 kolonn eraldab potentsiaalselt selle teistest
AGE-dest. (Phenomenex kodulehekilg)

Crossline’i puudmiseks oli TalTechis valida kolonn TSKgel Amide-80, mis seob vahem
polaarsest orgaanilisest lahusest polaarsemaid aineid labi vesiniksidemete moodustamise.
Kuna crossline’i molekulis olevaid vesiniksidemeid moodustavad vabad hudroksidl- ja
aminorihmad, sobib kolonn aine puudmiseks. Kolonni poorse silikageeli pinnale on
kovalentselt seotud -(CH.)n- karbamoltitlradikaalid, et pllda orgaanilisest lahustist polaarseid
Uhendeid, enamasti suhkruid ja teisi hudrokslulderivaate (vt joonis 9). (Sigma Aldrich
kodulehekilg)
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Joonis 9. TSKgel Amide-80 t66p8himote Joonis 10. C18 kolonni sisu
(Scantec Nordic LTD) (Advanced Chromatography Technologies)

2.4. Massispektromeetria

Massispektromeetria (MS) on analliisimeetod proovis leiduvate ainete identifitseerimiseks
nende massispektrite jargi. Véaikesest kogusest analiilidist tekitatakse gaasifaasilised ioonid.
loonid eraldatakse elektri- ja/vGi magnetvalja abil nende massi ja laengu suhte (m/z) jargi ning
nende tekitatud signaal registreeritakse massispektrina. Massispektromeetrit kasutatakse ka

vedelikkromatograafia detektorina ainete identifitseerimiseks piikide jargi. (Kase, 2015, Ik 14)
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2.5. SPE ehk tahke faasi ekstraktsioon

Ekstraktsioon on fidsikalis-keemiline meetod ainete eraldamiseks segudest vdi lahustest.
Ekstraktsiooni eesmark voib olla segavate ainete eemaldamine, ainete kontsentreerimine voi
viimine sobivasse keskkonda, nditeks lahuste vahetamine. Eristatakse tahkefaasilist ja
vedelik-vedelik ekstraktsiooni. (TU, 2015b, |k 10-11)

Tahke faasi ekstraktsioon on aine vedelikust tahkele faasile kandmise protsess (Royal Society
of Chemistry kodulehekiilg). Meetod, nagu ka kromatograafia, péhineb uuritava aine ja tahke
faasi vahelistel vastastikmdjudel. Kolonni viiakse uuritava aine lahus ning aine kinnitub kolonni
pinnale. Segavate ainete eemaldamiseks pestakse kolonni. Aine plidmiseks kolonnist
neutraliseeritakse vastastikmdju vdi pestakse kolonni statsionaarse faasiga tugevamalt

seonduva ainega.
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Joonis 11. Pdordfaas —SPE (a), normaalfaas-SPE (b) ja ioonvahetus-SPE (c) t66pdhimbte
(Sigma Aldrich)

Poordfaas-SPE kolonn seob orgaanilisi Ghendeid dispersioonijdudude ehk hidrofoobsete
vastastikmojude kaudu. Polaarsed ained, mis hidrofoobse kolonnitditega ei seostu, pestakse
polaarse lahustiga valja. Meetodit peetakse SPE metoodikatest kdige vahem selektiivseks,
sest kolonn ei eralda sarnase struktuuriga molekule. Normaalfaas-SPE pdhineb polaarsetel
vastastiktoimetel: vesiniksidemetel vdi dipoolmomentidel. loonvahetus-SPE toimib tanu
erimargiliste laengute tdmbumisele ja sellega puiitakse (sbltuvalt kolonnist) nii positiivsete kui

ka negatiivsete laengutega ioone. (Sigma Aldrich kodulehekiilg)

SPE-ks on loodud ka adsorbente, mis kombineerivad nimetatud vastastikmojusid. Naiteks
hypercarb kolonn sisaldab ainult grafiitset suisinikku ning to6tab tanu dispersioonijdududele vai
laengute tekitatud elektrijbududele, sest grafiidi pind on polariseeritav (Thermo Fisher, 2007,

Ik 4).
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3. METOODIKA JA TULEMUSED

3.1. Inkubeerimine

Crossline’i moodustumine Maillardi reaktsiooni kdigus on keeruline reaktsioonide jada. Labori
vOimalusi arvestades voeti sinteesiskeemi loomisel aluseks périselt organismis toimuva
reaktsiooni mudel, mille tingimusi kirjeldab Nemet et al. 2011. aastal kirjutatud teadust6o.
Nemet et al. t66 eesmark oli uurida mittefluorestseeruva glucoldi-nimelise AGE tekkimise
tingimusi vorreldes tingimustega, kus suurem osa lusiini ja glikoosi inkubeerimise produktist

on crossline.

Nemet et al. olid inkubeerimisel kasutanud lUsiini asemel g-amino-kapronhapet, millel on
lisiiniga vOrreldes ks aminoriihm vahem (vt joonis 12). Glikoosi aldehiudrihm vdib AGE-d
moodustades reageerida lisiini mdlema aminoriihmaga. Valkudes on a-aminorihm seotud
peptiidsidemes ning reaktsioonis glikoosiga osaleb ainult e-aminorihm. Katses
kdrvalreaktsiooni valtimiseks ja saagise suurendamiseks vdeti reaktsiooni léhteaineks
asendatud aminorihmaga lUsiin  (a-Boc-Lys). Kaitseks valiti  Boc- ehk tert-
butldlkarbonttlgrupiga blokeeritud llsiin, mis oli kommertsiaalselt saadaval ja mis ise ei

fluorestseeru.

O O
a) HQN\/\/\)I\OH HzN \/\/\‘)J\OH
HN O
i P
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b) HzN\/\/\‘HJ\OH C) \]<Me
Me
NH,

Joonis 12. e-amino-kapronhape (a), I-ltsiin (b) ja a-Boc-Lys (c) (Sigma Aldrich, 2019)

Nemet et al. t66 eeskujul prooviti crossline’i slinteesida jargmisel viisil: a-Boc-lUsiini (111 mg)
ja glikoosi (89,3 mg) inkubeeriti molaarses suhtes 1 : 1 fosfaatpuhvris (pH 8,3 ml) 0,1 mM
DTPA juuresolekul lammastiku keskkonnas 50 °C juures esimesel korral 11 ja teisel 13 paeva.

Inkubeerimise kdigus muutus varvitu lahus tumepruuniks.

3.2. Katsed tahke faasi ekstraktsiooniga

Ekstraheerimise eesmark oli leida meetod crossline’i puhastamiseks vdimalikult paljudest
kdrvalsaadustest. SPE-d ehk tahkefaasilist ekstraheerimist eelistati vedelik-vedelik
ekstraktsioonile, sest crossline on tanu hudrofiilsetele rthmadele vees hasti lahustuv, samas

seostub tanu aromaatsele tuumale tdendoliselt ka mittepolaarse lahustiga. Metoodika pandi
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kokku adsorbendikolonne tootnud firmade juhendeid kasutades. Koikide Ilahuste
valmistamiseks kasutati ultrapuhast MilliQ vett.

3.2.1. P6ordfaas-SPE
Poordfaasi SPE tegemiseks kasutati SPE-kolonni Strata-XL:, 100 um 500 mg/6ml. Sidumise
parandamiseks enne ekstraheerimist hiidrofoobseid Boc-riihmi ei eemaldatud.

Peale proovi lisamist koguti kolm fraktsiooni (vt tabel 1), mille fluorestsentsspektrid moddeti.
Proovid XL-2 ja XL-3 kuivatati enne spektrite m&otmist N, voolus ja lahustati 2 ml 0,1 M
sipelghappes.

Peale esimest valjapesu atseetonitriiliga jai kolonni helepruun kiht. Selle puiddmiseks pesti
kolonni diklorometaaniga (Strata XL-3), aga varv jai siiski kolonni. Eeldati, et crossline kui

suhteliselt polaarne aine oli ekstraheerimisel vélja pestud.

Tabel 1. Strata XL meetod

Nr Etapp Strata XL Fraktsioon

1 Kolonni MeOH 12,5 ml
stabiliseerimine | H,O 12,5 ml -

2 Proovi lisamine | alglahus 1 ml

XL-1
3 Kolonni pesu H2O 5 mi
4 Valjapesu 1 AcN 5 ml XL-2
5 Valjapesu 2 DCM 5 ml XL-3

3.2.2. loonvahetus-SPE

Crossline’i sidumiseks vabade aminorihmade kaudu valiti ioonvahetus-SPE. Neutraalses voi
happelises keskkonnas on lusiinijadkide aminoriihmad protoneeritud ning pustitati hipotees,
et neid vBiks putda kationiit. Hlpoteesi testimiseks kasutati Strata-X-C 33 um Polymeric

Strong Cation, 60 mg / 3 ml kolonne.

Enne ekstraheerimist eemaldati algsegult Boc-kaitserihmad, et vabastada ioniseeruvad
aminorihmad. 1 ml inkubeeritud alglahusele lisati 0,265 ml sipelghapet (pH 1,5 saavutamiseni)

ja kuumutati 100 °C vees 5 minutit.

Kuna laboris olevad kolonnid olid vaikse mahuga, tootati samal ajal kahe kolonniga, mille

fraktsioonid koguti Gihte anumasse. Tabelis on andmed esitatud Gihe kolonni kohta. Koguti kolm
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fraktsiooni (vt tabel 2), millel mdddeti fluorestsentsspektrid. Esimese pesu tulemus
(metanooliga) oli helepruun, esimene valjapesu tumedam. Teine véljapesu hele, vaid kerge

pruunika varjundiga.

Tabel 2. Strata XC meetod
Nr Etapp Strata XC Fraktsioon

1 Kolonni MeOH 2 ml
stabiliseerimine -

2 Proovi lisamine | Alglahus : HCOOH
(10:2,65) 0,5 ml XC-2

3 Kolonni pesu MeOH 2 ml

4 Véljapesu 1 5% NH4OH MeOH- | XC-3
s2ml

5 Valjapesu 2 5% NH4OH MeOH- | XC-4
s2ml

3.2.3. Fraktsioonide fluorestsents

Fluorestsentsi mdotmise eesmaérk oli hinnata labi viidud ekstraheerimise efektiivsust.

Fluorestsentsi modtmiseks kasutati spektrofluoromeetrit RF-6000 (firma Shimadzu, Kyoto,
Jaapan), mdoodtekiveti optiliste teedega ex/em vastavalt 4/4 mm. Fluorestsentsspekter
registreeriti ergastamise lainepikkuste vahemikus 200-550 nm intervalliga 5 nm, emissiooni
mddtmisega vahemikus 220—-600 nm intervalliga 1 nm, ex/em mddteriba laiused vastavalt 5/5
nm. Maoddteriista juhiti ja andmeid t6oddeldi arvutiprogrammiga Labsolutions RF v. 1.12

(Shimadzu, Kyoto, Jaapan). Mdddetud spektrid on toodud lisas 2.

SPE hindamiseks fluorestsentsi jargi vorreldi kogutud fraktsioonide fluorestsentsi lainepikkusel
ex 380 / em 463 nm, mille juures peaks fluorestseeruma crossline (Derbré et al., 2013).
Fluorestsentsi intensiivsus naitab fluorestseeruva aine kontsentratsiooni proovis. Kuna
kogutud fraktsioonide ruumalad olid erinevad, korrutati proovis olevate fluorofooride koguste
vordlemiseks fluorestsentsi intensiivsus kogutud lahuse ruumalaga.

—— => n=cxV
Cc v n Cc

Kdige tumedamaid lahuseid, Strata XL 2 ja algsegu lahjendati m&6tmiseks vastavalt 10 ja 20

korda. Ainete koguste leidmisel korrutati saadud tulemus lisaks lahjendusega. Lahjenduste

21



tegemine vdis moddetud intensiivsust veidi suurendada, sest kangemas lahuses neeldub osa

ergastavast kiirgusest.

Fluorestseeruva aine hulk SPE fraktsioonides

StrataXL1 I
Strata XL2 I—
StrataXL3 |

Strata XC2 N

Fraktsioon

Strata XC3 IS
StrataXC4 I
Algsegu I

0 200000 400000 600000 800000 1000000 1200000

Fluorestsentsi intensiivsus (ex 380 em 463 nm) x lahuse ruumala

Joonis 13. Fluorestseeruva aine hulk SPE fraktsioonides

Md&ddetud spektrite (vt lisa 2) ja fluorestsentsi intensiivsuse jargi eeldati, et crossline pesti valja
kolonnide pesu ja esimese véljapesuga, sest jargmistes valjapesudes oli fluorestsentsi vahem.
Fluorestsentsspektrite pohjal jareldati, et crossline ei olnud ainuke segus tekkinud
fluorestseeruv Uhend ning et tulemuste tdpsemaks hindamiseks tuleb kasutada

massispektromeetriat.

Lainepikkustel ex 380 nm ja em 463 nm intensiivsema fluorestsentsiga proovidest valiti

mdlema meetodi pesu, mida analldsiti edasi MS-iga.

3.2.4. MS analuus
Massispektromeetria mddtmisi aitas teha Riin Rebane Eesti Keskkonnauuringute Keskuse

laboratooriumis. Proovide kromatografeerimiseks sobivat kolonni laboris kasutada ei olnud.

MS-iga analliusiti fraktsioone XL-1, XL-2, XC-2 ja XC-3. Enne m&dtmist viidi kdik proovid pH
vaartusele 3 ning filtreeriti tahkete osakeste eemaldamiseks 0,2 um poori labimé8duga
teflonfiltriga (PTFE). Selleks proovid kuivatati ja lahustati 1,5 ml 0,025 M sipelghappes.
Erandiks oli XL-2, mis oli juba lahustatud 2 ml-s 0,1 M sipelghappes. Proovile lisati sobiva pH
saavutamiseks 0,4 mlammooniumformiaati. XL-1 ja XL-2 fraktsioonidel eemaldati Boc-riihmad

nagu varem kirjeldatud.

Massispektromeetrisse minevasse 0,1 M sipelghappe lahusesse sustiti vaike kogus valitud
lahuseid. MS detektor seadistati Nemet et al. metoodika jargi MS/MS reziimile otsima emaiooni
m/z 545,4 ja tutariooni m/z 500,36, kokkupdrke energiaga 35 eV. (Nemet et al, 2011, Ik 4) Sel
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viisil saadi nn kromatogramm fragmendist, mis tekkis crossline’i tdismassiga ioonist.

Crossline’i sisaldust kasitleti proportsionaalsena fragmendi graafikualuse pindalaga.

MS graafikud jdudsid autorini integreerimiseks ebamugavas docx-formaadis. Graafikualuse
pindala leidmiseks |Bigati graafikud paberist valja ja kaaluti. Vordluseks kaalutud lehtede pdhjal
hinnati, et paberi ebatihtlusest tekkiv mdateviga oli vaiksem kui 1%.

Leiti, et kdige rohkem sisaldas crossline’i Strata XC-3 ehk kationiidi-SPE valjapesu (vt tabel
3). Ka see ekstraheerimine ei olnud véga efektiivne, sest ligi neljandik crossline’ist pesti
metanooliga vélja. Teadmata pdhjusel oli esimeses ja teises Strata XL fraktsioonis kokku

crossline’i vahem. Selle pdhjus vajab edasist uurimist.

Piikide massispektritelt otsiti ioone, mis viitaksid sellele, et Boc-ruthmad pole eemaldatud.
Selgelt valja joonistunud piikide seast neid ei leitud ning eeldati, et Boc-rihmade eemaldamine

oli olnud efektiivne. Mdddetud massispektrid on toodud lisades 5-7.

Tabel 3. Crossline’i kogus mdddetud fraktsioonides graafiku massi jargi
Fraktsioon XCll2 XL1 XL 2* XC 2 XC3

MS graafiku | 43,55 mg 88,87 mg 95,67 mg 149,13 mg 419,5 mg
mass (mg)

* Lahuse maht oli 2,4 ml, teiste proovide oma 1,5 ml. Teiste proovidega vdrreldav mass (aine
sisaldus) oleks 95,67x4/1,5=153,0 mg.

Peale MS analtiiisi m&ddeti uuesti proovide fluorestsentsspektrid, et hinnata, kas crossline’i
sisaldus korreleerub fluorestsentsiga vastaval lainepikkusel. Uus mddtmine aitas vahendada

lahusti erinevusest tingitud mddteviga, sest erinevate lahustite juures vdivad spektrid nihkuda.

Fluorestsentsi intensiivsuse soltuvus
crossline'i kontsentratsioonist

120000
100000 R?=-2.092
80000
60000
40000

20000

Fluorestsentsi intensiivsus

0
0 100 200 300 400 500

MS graafiku mass (mg)

Joonis 14. Fluorestsentsi intensiivsuse séltuvus crossline’i kontsentratsioonist
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Nagu joonis 14 naitab, ei leitud kolonnide véaljapesude crossline’i sisalduse ja fluorestsentsi
vahel korrelatsiooni. Sellest voib jareldada, et inkubeeritud segu sisaldas lisaks crossline’ile ka

teisi samal lainepikkusel fluorestseeruvaid fluorofoore.

3.3. Teine inkubeerimine
Teise inkubatsiooniseguga jatkati SPE-ga puhastamise katseid. Kuna Strata XC osutus
edukamaks, otsustati teha korduskatse teisel inkubeerimisel saadud algseguga.

3.3.1. loonvahetus-SPE I

Puhastamine Strata XC kolonniga tehti sama moodi nagu esimese variandiga. Edasiseks
anallilisimiseks koguti eelmises katses MS-anallilsi jargi kdige enam crossline’i sisaldav
fraktsioon (XC-3, vt tabel 3) ja tahistati kui XC-II-3.

Kuna laboris olevad kolonnid olid vaikse mahuga, tootati samal ajal kahe kolonniga, mille

fraktsioonid koguti Ghte anumasse. Tabelis on andmed toodud the kolonni kohta.

Tabel 4. Strata XC meetod

Nr Etapp Strata XC Fraktsioon
1 Kolonni 1) MeOH 2 ml
stabiliseerimine | 2) 0,1 M HCOOH 2 ml | -

3) MeOH 2 ml

2 Proovi lisamine | Alglahus : HCOOH
(10:2,65) 0,5 ml Strata XC II-2

3 Kolonni pesu MeOH 2 ml

4 Valjapesu 1 5% NH4sOH MeOH-s 3 | Strata XC II-3
ml
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3.3.2. Hypercarb-SPE

Crossline’i anallitisile hypercarb tiipi HPLC kolonnidel viitavad Nemet et al. (Nemet et al.,
2011, Ik 5). TalTechis oli vBimalik kasutada sama tlupi sisuga SPE kolonne HyperSep

Hypercarb 200mg/3ml.

Hypercarb SPE kolonnide kasutamise eesmark oli testida, kas séel pdhinev kolonn eraldab
lainepikkustel ex 380 / em 463 nm fluorestseeruvaid fluorofoore paremini. Eelmistest katsetest
oli selgunud, et siinteesisegu sisaldas lisaks crossline’ile teisi fluorestseeruvaid Uhendeid.
Hypercarb SPE-ga loodeti need (ksteisest eraldada. Eluentide valikul 1&ahtuti Nemet et al.
viidatud kromatografeerimismetoodikast (Thornalley et al., 2003, Ik 583). Fluorestseeruvate
Uhendite valjapesul suurendati jarjest AcN kontsentratsiooni puhvris (pH 3,8), mis oli
valmistatud 30 mM ammooniumformiaadi ja véikse koguse sipelghappe lahustamisel

ultrapuhtas MilliQ vees. Prooviks voeti 0,4 ml teisel inkubeerimisel saadud alglahust, millel oli

Boc-kaitserihm eemaldatud eelkirjeldatud viisil.

Tabel 5. Hypercarb meetod

Kolonni stabiliseerimine

1) ACN2ml

2) Puhver 2,9 ml

(30 mM NHsform vees)

Proovi lisamine Alglahus : HCOOH (10:2,65) 0,4 | Carb 1
ml

Kolonni pesu Puhver 1 ml
10%y0 AcN puhvris 1 ml Carb 2
20%y01 AcN puhvris 1 ml Carb 3
30%voi ACN puhvris 1 ml Carb 4
40%y0 AcN puhvris 1 ml Carb 5

Valjapesu 50%voi ACN puhvris 1 ml Carb 6
60%y0 ACN puhvris 1 ml Carb 7
70%y01 ACN puhvris 1 ml Carb 8
80%yoi ACN puhvris 1 ml Carb 9
90%y01 ACN puhvris 1 ml Carb 10
90%y01 ACN puhvris 1 ml Carb 11

Crossline’i sisalduse hindamiseks anallsiti fraktsioone fluorestsentsi abil ja kromatograafia-
massispektromeetriliselt MS-iga (vt ptk 2.4.) Enne seda proove eraldi ette ei valmistatud, sest

AcN ja puhvri segu oli analtitisimiseks sobiv lahusti. Vaike kogus proove siistiti ilma kolonnita
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kromatograafi ja crossline’ile iseloomuliku fragmentiooni (m/z 545 -> 500) piigid integreeriti.
Joonisel 15 on crossline’i sisaldus esitatud suhtelistes thikutes.

Fluorestsentsi intensiivsus (roheline) ja crossline'i sisaldus

160000 (sinine) HyperCarb fraktsioonidel

140000
120000
100000

80000

Uhikutes

60000
40000

20000 o
¢ °
0 & & O ® ° °
Carb1l Carb2 Carb3 Carb4 Carb5 Carb6 Carb7 Carb8 Carb9 Carb10 Carb 11

Fluorestsents/crosslie sisaldus MS jargi suhtelistes

Joonis 15. Crossline valjumine HyperSep HyperCarb SPE kolonnist fluorestsentsi (ex 380, em
463 nm) ja MS (m/z 545 -> m/z 500) jargi

Jooniselt 15 on selgelt néha, et crossline’i sisalduse maksimum ei lange kokku fluorestsentsi
maksimumiga. See tdhendab, et inkubatsioonisegu sisaldab ka muid fluorestseeruvaid aineid,
nagu naitas ka varasem katse (vt joonis 14). Uhtlasi vdib jareldada, et hypercarb kolonn sobib
crossline’i eraldamiseks suuremast osast fluorestseeruvatest thenditest lainepikkusel ex 380
/ em 463 nm. Samas ei toimu eraldamine tdendaoliselt taiesti puhtalt, sest erinevaid piike ei
tekkinud. Mo606detud fluorestsentsspektrid (vt lisa 7) nditavad, et suur osa ka teistel
lainepikkustel fluorestseeruvatest ainetest tuleb vélja parast crossline’i fraktsioonides 3-10.

Crossline’i kadu on HyperSep kolonniga Strata XC meetodist natuke suurem, ligi 30%.

3.4. Kromatograafiline analtius

Varem kasutatud SPE piidis lahusest aineid nende keemiliste omaduste jargi, naiteks labi
selle, kas nad moodustavad vesiniksidemeid. HPLC erineb sellest selle poolest, et lahuses
olevaid aineid ei jagata vaid kahte riihma (naiteks kas moodustab vesiniksidemeid vdi mitte),
vaid neid eristatakse ka mdju tugevuse jargi. Kolonniga nérgemalt seostuvad ained voolavad
kolonnist kiiresti valja, tugevalt seostuvate ainete jaoks vOtab see kauem. Seega on

kromatograafiaga vBimalik aineid tksteisest tdpsemalt eraldada.
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HPLC kromatograafia aitas teha TU Katsekoja juhataja dotsent Koit Herodes. Kasutati firma
Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA) seadmekomplekti, mis koosnes gradientelueerimist
vOimaldavast kdrgsurvepumbast, autodosaatorist, kolonnitermostaadist, DAD detektorist ja
sellega liidetud massispektromeetrist (mudel 6460). Kromatogrammid registreeriti UV
lainepikkuste vahemikus 260—370 nm ja massivahemikus m/z 100-550(800) Da, anallisiks
kasutati TU kolonni Kinetex C18 pikkusega 100 mm, siselabimddduga 3 mm, tera suurusega
2,6 um, poorsusega 100 A (firma Phenomenex, Torrance, CA, USA) ja TalTech kolonni
TSKgel Amide-80 vastavalt 250 mm ja 4,6 mm (firma Tosoh Bioscience, Tokyo, Jaapan).

3.4.1. Kromatograafia C18 kolonnil

Alguses katsetati TU kolonni Kinetex C18. Sama tlipi sorbendiga pikemat kolonni
kasutatakse ka dialisaatide analuusimiseks TalTechi kromatograafialaboris. Lahustina
kasutati 0,1%.q sipelghapet vees, gradient on toodud joonisel 16. Prooviks vdeti fraktsioon
Strata XC 1I-3. Voolu kiirus oli 0,2 ml/min.

Time [min] Al%] |Bl%l CI% D% [Fr'rfi‘,'-}'nin] i {’g;?“fe
000 9700 300 000 000 0.200 400.00
500 000 100000 000 000
700 000 10000 000 000

1000 000 10000 000 000

1120 9700 300 000 000

1200 9700 300 000 000

Joonis 16. C18 kolonniga kasutatud gradient
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Joonis 17. C18 kromatogramm MS (m/z 545.0 -> m/z 500.0) ja UV-neelduvuse jargi

lainepikkusel 280 nm

Crossline’i piik tuli C18 kolonnist valja teise minuti Idpul ehk peaaegu frondiga, nagu on naha
jooniselt 18. Jarelikult ei sidunud hidrofoobne kolonn crossline’i efektiivselt. C18
kromatogrammi UV-neelduvuse graafikute (vt joonis 17, lisa 8) pdhjal vdis aga hinnata, kui
suure osa UV-d neelavast materjalist moodustas crossline. Uldises UV-neelduvuses oli koos
crossline’iga valjuvate ainete osakaal lainepikkustel 260, 280 ja 370 nm vastavalt 5,6; 2,4 ja
1,41%. Ka ekstraheerimisel oli kaduma lainud vahemalt neljandik ainest. Sellest jareldub, et

crossline’i kogus puhastatud fraktsioonis XC 11-3 oli UV-neelduvuse jargi vaiksem kui 1% .
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A Spectrum Preview
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Joonis 18. Crossline’i piigi massispekter, mis on tekkinud emaioonist 545,0. Sinisega on

téhistatud fragmendid, mis olid ka Nemet et al. t60s crossline’i analoogi massispektril (vt lisa
9). Nemet et al. kirjeldavad crossline’i analoogi massispektrit, millel a-asendis aminoriihmad
puuduvad. On aga vBimalik, et molekulid fragmenteeruvad samadest kohtadest. Kaks Uhist
fragmenti annavad kinnitust, et piik on tdesti crossline.

3.4.2. Kromatograafia TSKgel Amide kolonnil

Teiseks fraktsioneerimiskatseks kasutati TalTechi HPLC kolonni TSKgel Amide-80. Lahustina
kasutati 1 : 1 segu atseetonitriilist ja 0,1%.0 Sipelghappest vees, gradienti ei kasutatud.
Prooviks vbeti SPE fraktsioon XC II-3.

/\ Chromatogram Results
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Joonis 19. TSKgel kromatogramm Strata XC 1I-3 MS (m/z 545.0 -> m/z 500.0) jargi (punane)
ja UV-neelduvuse jargi lainepikkusel 280 nm (hall)

Nagu joonis 19 néitab, sidus kolonn crossline’i, aga piik tuli 17. minuti piirkonnas valja koos
suure koguse UV-d neelava ainega. See tahendab, et kolonn ei eraldanud crossline’i teistest

ainetest ja aine puhastamiseks ei sobi.

3.4.3. Oasis-SPE

Katsed kromatograafiaga naitasid, et enamikku lisanditest saab eemaldada polaarsel C18
kolonnil. Lisandite eemaldamist katsetati ka polaarsel SPE kolonnil Oasis HLB 6cc 150 mg.
Kolonn stabiliseeriti ja lisati proov. Peale proovi lisamist lasti 5 tilka joosta ja koguti fraktsioon

Oasis 1, mida analuusiti edasi kromatograafiaga.
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Oasis SPE efektiivsust ei saanud hinnata, sest polnud véimalust MS-iga mo6ta. Fluorestsentsi
ei kasutatud, sest oli leitud, et crossline polnud ainuke kitsal lainepikkusel fluorestseeruv
thend.

Tabel 6. Oasis HLB meetod
Nr Etapp Oasis HLB Fraktsioon

1 Kolonni 1) MeOH 2 ml
stabiliseerimine | 2) 5% AcN 1% HCOOH | -
vesilahuses 4 ml

2 Proovi lisamine | Strata XC 11-3 1,1 ml Oasis 1
0,9 ml

3 Valjapesu 11% AcN 1% HCOOH | Oasis 2
vesilahuses 1,1 ml 1,1ml

3.4.4. Kromatograafiline analtuis Il

Teine kromatograafia tehti TalTech kromatograafiga UltiMate 3000 (firma Thermo Scientific),
kasutades sama kolonni, eluenti ja voolukiirust nagu eelmisel katsel (TSKgel Amide 80, 1: 1
AcN : 0,1%vol HCOOH vees, 0,5 ml/min). Kromatogrammid registreeriti UV-neelduvuse
vahemikus 260-380 nm ja fluorestsentsi lainepikkustel ex 350 / em 340, ex 360 / em 450, ex
370 / em 460, ex 380 / em 470 nm. Proovina kasutati Oasis SPE-ga taiendavalt puhastatud
fraktsiooni XC-II (vt tabel 6, Oasis 1) ja vOrdluseks tdiendava puhastuseta fraktsioon esimeselt

ekstraheerimiselt kationiidil XC-3.

Nagu joonistelt 20 ja 21 ndha, pludis Oasis HLB kinni suure osa hudrofoobsetest kdrge UV -
neelduvusega ainetest. Jareldati, et Strata XC-ga kaasa tulnud hudrofoobseid fluoro- ja
kromofoore saab eemaldada podrdfaasi SPE-l. Crossline’i kindlamaks identifitseerimiseks ja
piigi puhtuse kontrollimiseks on vaja teha taiendav MS-anallills, mis ei olnud tehnilistel

pohjustel enam voimalik.

Teisel katsel tuli eeldatavalt crossline’i sisaldav piik valja varem ehk neljateistkimnendal
minutil. See vais olla tingitud kromatograafide temperatuurierinevusest, sest temperatuuril on

mdju HPLC kolonnide sidumisvdimele.

29



, Crossline

Joonis 20. Emissiooni 470 nm kromatogrammid ergastusega 380 nm. Must joon on fraktsioon

Crossline

25 i 1] 3 o5 X alg a3 5

Joonis 21. Kromatogrammid UV lainepikkusel 280 nm. Must joon on fraktsioon XC-3, sinine
joon fraktsioon Il1-3 parast puhastamist lisanditest Oasis HLB kolonnil.

Kromatogrammidelt sai leida piigi pindalade jargi crossline’ile omistatava lainepikkuse. Piikide
integreerimisel  selgus, et Oasisega taiendavalt puhastatud fraktsioonis ol
ergastuslainepikkusel 380 nm ja emissioonilainepikkusel 470 nm crossline’ile omistatavat

fluorestsentsi 19,6% ehk ligi viiendik. Lainepikkusel Ex 370 nm erines see 0,2% vorra.

3.5. Jareldused ja arutelu

Uurimist66 eesmark oli silnteesida vajalik markeraine crossline ja leida meetod selle

puhastamiseks.

Pustitatud eesmark taideti osaliselt — inkubeerimisel tekkis crossline ning SPE ja
kromatograafia abil dnnestus see eeldatavalt ka reaktsioonisegust vélja puhastada. Samas
selgus, et slnteesisegu inkubeerimisel tekkis suur kogus kdrvalprodukte ning crossline
moodustas vaikse osa tekkinud Uhenditest. Standardaine loomiseks ei ole vaikese saagise

tottu kasutatud meetod maistlik.

Sellest hoolimata 16i uurimistod esialgse baasi metoodikale, millega crossline’i keerulistest

segudest eraldada. Saagise suurendamiseks v@ib optimeerida inkubeerimise tingimusi voi
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votta algaineks AGE-de modifitseeritud valgu hiidrolisaat. Huvipakkuv voib olla ka crossline’i
eraldamine loodud skeemi jéargi patsientide dialtitisivedelikust.

Uurimistto tulemusel selgus, et Strata XL pdordfaasiadsorbent ei sidunud Boc-blokeeritud
crossline’i efektiivselt. Ligi kolmandik ainest pesti metanooliga vélja ja teadmata pdhjusel laks
osa crossline’ist kaduma. Ka kromatograafiakatsed pdodrdfaasikolonniga Kinetex naitasid, et

hidrofoobne sorbent crossline’i ei seo.

Strata XC ehk kationiidi SPE meetod osutus efektiivsemaks. Kationiidi valjapesu sisaldas
Strata XL-i valjapesust crossline’i pea kolm korda rohkem, aga sidus ka palju muid
aromaatseid UV-d neelavaid ja fluorestseeruvaid aineid. Ka Strata XC-ga pesti metanooliga

valja ligi neljandik ainest, kuid see kadu voib olla protsessi optimeerimisega vahendatav.

Crossline’i puhastamiseks fluorofooridest sobib ka hypercarb kolonn. Fluorestsentsspektrite
(vt lisa 7) ja crossline’i ja fluorestsentsi eraldumise vordluse (vt joonis 15) jargi sobib see
crossline’i puhastamiseks suuremast osast fluorestseeruvatest thenditest. Crossline’i kadu
teistesse fraktsioonidesse oli tehtud katses Strata XC meetodist natuke suurem, ligi 30%.
Hypercarb HPLC kolonni on crossline’i anallidsimiseks kasutatud ka varem (Nemet et al.,
2011, Ik 5).

Peale ekstraheerimist Strata XC-ga vajas crossline tdiendavat puhastamist. Peale puhastamist
Strata XC ja Oasis HLB kolonnidel oli eemaldatud suurem osa fluorestseeruvatest ja UV-

kiirgust neelavatest ainetest.

Kuna leiti, et fluorestsentsi intensiivsus crossline’i sisaldusega ei korreleeru, on selgete

vordluste saamiseks vaja kasutada massispektromeetriat.

Otstarbekas puhastusoperatsioonide jarjekord Tallinna Tehnikaulikooli kromatograafialaboris
voiks kokkuvdttes olla jargmine: (1) inkubatsioon, kasutades blokeeritud a-aminoriihmaga
lUsiini ja glikoosi; (2) deblokaad ehk kaitserihma eemaldamine; (3) crossline’i puhastamine
hudrofoobsetest lisanditest poordfaasi SPE-ga, naiteks kolonnil Oasis HLB; (4) puhastamine
teistest fluorestseeruvatest thenditest aminorihmi siduval kationiidil, peale mida on proov
AcN-is lahustatud ja sobib kromatografeerimiseks hudroksuulrihmi siduval kolonnil; (5)
kromatograafia Silica-NH2 kolonnil. Nii on teoreetiliselt vBimalik saada crossline kui puhas

aine. See omakorda vdimaldaks modta crossline’i kvantitatiivselt dialiisaadis.
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KOKKUVOTE

Inimorganismis toimub pidevalt glukatsioon, reaktsioon suhkrute ja valkude, aminohapete voi
lipiidide aminoriihmade vahel. Reaktsiooni tulemusena tekivad glikatsiooni I6pp-produktid ehk
AGE-d, mis on inimesele kahjulikud Ghendid.

Dialuusipatsientide jaoks on organismis kuhjuvad AGE-d t8sine probleem. AGE-d mojutavad
kehas valkude vGi rakkude struktuuri ning reageerivad rakuretseptoritega, mille tulemuseks on
molekulide ja rakkude tasandil tekkivad kahjustused, pdletik ja oksiidatiivse stressi kasv. Kuna
dialiusiaparaat ei suuda erinevalt elavatest neerudest kehale olulisi aineid tagasi anda, on
diallis laveerimine mirgistatuse valtimise ja kehale oluliste ainete sailitamise vahel.
DialUsiprotsessi optimeerimiseks tootatakse TalTechis vélja optilisi monitore, mis jalgiksid
dialiusi kaigus eri ainegruppide eemaldamist patsientide verest. Optiliste monitoride

kalibreerimiseks vajatakse markeraineid.

Uurimistdoga loodeti leida meetod ihe AGE-de mddtmiseks vajaliku markeraine - crossline’i -
stinteesiks ja puhastamiseks. Kirjandusest leiti véimalik metoodika crossline siinteesiks Boc-
lusiini ja D-glukoosi koos inkubeerimise teel. Metoodika jargi loodi crossline ja katsetati selle
puhastamist pdordfaasi-, ioonvahetus- ja normaalfaasi-SPE abil ning kromatograafiaga.

Crossline’i sisaldust segudes hinnati fluorestsentsi ja massispektromeetria abil.

Segu inkubeerimisel tekkis crossline ning SPE ja kromatograafia abil Gnnestus see eeldatavalt
ka puhastada. Samas tekkis reaktsioonide kaigus suur kogus kdrvalprodukte, mistbttu ei ole
kasutatud meetod standardlahuse loomisel mdistlik. Saagise suurendamiseks vdib
optimeerida inkubeerimise tingimusi voi valida teine algaine, naiteks AGE-de modifitseeritud

valkude hidroliisaat.

Leiti, et crossline’i puhastamiseks enne eraldamist Silica-NH, HPLC kolonnil sobib
kombinatsioon tugeva kationiidi ja pttrdfaas-SPE-st. Suuremast osast fluorestseeruvatest
Uhenditest vabanemiseks sobib veel stel pbhinev hypercarb kolonn, mida on crossline’i

pulddmiseks varem kasutatud.

Uurimistboga loodi baas crossline’i eraldamiseks keerulistest segudest. Saadud tulemused

annavad lootust, et metoodika viimistlemisega dnnestub puhastada ka vajalik markertihend.
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RESUMEE

Glukatsiooni 16pp-produktid ehk AGE-d on heterogeensed Uhendid, mis tekivad Maillardi
reaktsiooni kaigus.

Dialtuitisipatsientide jaoks on organismis kuhjuvad AGE-d tdsine probleem. AGE-d mdjutavad
kehas valkude vGi rakkude struktuuri ning reageerivad rakuretseptoritega, mille tulemuseks on
molekulide ja rakkude tasandil tekkivad kahjustused, pdletik ning okstdatiivse stressi kasv.

Kuna dialtitisiaparaat ei suuda erinevalt toimivatest neerudest kehale olulisi aineid tagasi anda,
on dialiiis laveerimine murgistatuse valtimise ja kehale oluliste ainete sailitamise vahel.
Diallusiprotsessi optimeerimiseks tootatakse TalTechis vdlja optilisi monitore, mis jalgiksid
dialuusi kaigus eri ainegruppide eemaldamist patsientide verest. Optiliste monitoride

kalibreerimiseks vajatakse markeraineid.

Uurimistdoga loodeti leida meetod ihe AGE-de mddtmiseks vajaliku markeraine - crossline’i -
stinteesiks ja puhastamiseks. Kirjandusest leiti vbimalik metoodika crossline’i slinteesiks Boc-
lusiini ja D-glukoosi koos inkubeerimise teel. Metoodika jargi loodi crossline ja katsetati selle
puhastamist poordfaasi-, ioonvahetus- ja normaalfaasi-SPE abil ning kromatograafiaga.

Crossline’i sisaldust segudes hinnati fluorestsentsi ja massispektromeetria abil.

ToO0 kaigus leiti, et segu inkubeerimisel tekkis tdesti crossline ning SPE ja kromatograafia abil
Onnestus see eeldatavalt ka puhastada. Samas tekkis reaktsioonide kaigus suur kogus
kérvalprodukte, mistbttu ei ole kasutatud meetod standardlahuse loomisel mdistlik. Saagise
suurendamiseks vdib optimeerida inkubeerimise tingimusi v8i valida teine algaine, néaiteks

AGE-de poolt modifitseeritud valkude hudrolusaat.

Leiti, et crossline’i puhastamiseks enne eraldamist Silica-NH2 HPLC kolonnil sobib
kombinatsioon tugeva kationiidi ja poordfaas-SPE-st. Suuremast osast fluorestseeruvatest
Uhenditest vabanemiseks sobib veel sbéel pbhinev Hypercarb kolonn, mida on crossline’i

pulddmiseks varem kasutatud.

Uurimistboga loodi baas crossline’i eraldamiseks keerulistest segudest. Saadud tulemused

annavad lootust, et metoodika viimistlemisega dnnestub puhastada ka vajalik markertihend.
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ABSTRACT

Synthesis and experiments of purification of crossline, a glycation product of the amino acid
lysine

Advanced glycation end products or AGEs are a group of heterogeneous compounds that are
formed during the Maillard reaction - a reaction between sugars and proteins, lipids or amino
acids. The accumulation of AGEs in a body is a serious issue for dialysis patients. AGEs react
with tissues and interact with cellular receptors, resulting in a damage at molecular and cellular

levels, inflammation, and increased oxidative stress.

Since the dialysis device is unable to return important substances to the body compared to the
functioning kidney, dialysis is a balance of avoiding poisoning and preserving essential
substances for the body. To optimize the dialysis process, TalTech develops optical sensors
that monitor the removal of different substance groups from the blood of patients during

dialysis. For quantitative assessment of the compounds, marker substances are needed.

The aim of the study was to find a method for synthesis and purification of a potential marker
for AGE-s named crossline. Crossline was synthesised by incubating a-Boc-lysine and
glucose. The substance was thereafter extracted from the mixture by using reversed phase,
ion exchange and charcoal types of SPE and available chromatographic techniques. The

efficiency of used methods was assessed by fluorescence and mass-spectrometry.

After synthesis crossline was purified by successive SPE on strong cationite and reversed
phase adsorbents, followed by HPLC on silica-amide column with acetonitrile-water as eluent.

The purity of the final product could not be assessed due to technical reasons.

The proportion of crossline in the incubation mixture, however, was not high. The used method
is therefore not reasonable for creating a standard substance. For future work incubation
conditions may be optimized to achieve increased yield, or hydrolysate of proteins modified by

AGEs may be used.

The experiments created a basis for extracting crossline from complex mixtures. The results
obtained give hope that the elaboration of the methodology will also allow the necessary

marker compound to be purified.
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LISA 1. Crossline tekkemehhanism Maillardi reaktsiooni kaigus
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LISA 2. Strata XL ja Strata XC fraktsioonide
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LISA 3. MS fraktsioonide fluorestsentsspektrid
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LISA 4. Massispektromeetria graafik médtmas iooni 545.4000-> 500.4000
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LISA 5. Strata XL-1 (fraktsioon 2) ja XL-2 (fraktsioon 3)
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LISA 6. Strata XC-2 (fraktsioon 4) ja Strata XC-3 (fraktsioon 5)

massispektrid
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LISA 7. Carb fraktsioonide fluorestsentsspektrid

Carb 1

Carb 2

Carb 10
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LISA 8. C18 kromatogrammide vordlus
Ulemisel joonisel on kromatogramm crossline tiismassiga ioonist (545.4) tekkinud
fragmentidest, alumisel UV-neelduvus lainepikkustel 260 nm, 280 nm ja 370 nm
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LISA 9. Metoodika fragmendid Nemet et al. artiklist

Crossline analog isolation

£-Amino caproic acid (500 mg) and glucose (687 mg) were incubated in phosphate buffer (100 mM,

pH &, 5 mL} in the presence of 0.1 mM DTPA, under nitrogen at 50°C for 15 days. The reaction
mixture was diluted five times in 1% TFA and applied to the preparative HPLC.

Mass spectrum: m/fz 514.99, fragments m/z: 468.36; 404.99; 388.95; 377.12; 360.89; 276.96; 274.76;
236.13; 160.04.

/. { crossline standards were prepared from /..../ Boc-lysine and glucose /..../ under the same

conditions as their analogs following the same purification procedures. The protective Boc-
groups were cleaved with TFA:water (9:1, 1 mL) at room temperature.

As previously shown by Watkins et al. phosphate ions accelerated the Amadori product formation by
catalyzing glucose—lysine Schiff base rearrangement (Watkins et al. 1987)/..../ The catalytic effect of
phosphate ions was observed for all three crosslinks.

"LC-MS measurements showed molecular 1on at m/z 447 for GLUCOLD and m/z 545 for

crossline. The LCMS/MS analysis 1 conditions were as previously published (Thornalley et
al. 2003) whereby conditions for GLUCQOLD and crossline were as follows: crossline: parent
ion m/z 545.45; daughter ion m/z 500.36; collision energy 35 eV; retention time 247 min "

for crossline (parent ion m/z 515.20) collision energy for both fragments [m/z 377.12 and 288.95)
was 30 eV,

Alternatiivne info Nemet ef al poolt viidatud allikast (Thomalley PJ, Battah S, Ahmed N,
Karachalias N, Agalou S, Babaei-Jadidi R, Dawnay A. Quantitative screening of advanced glycation
endproducts in cellular and extracellular proteins by tandem mass spectrometry. Biochem J
2003;375:581-592) crossline HPLC kohta {oniginaal crossline’s ex kisitle):

Two 5-um Hypercarb TM columns ( Thermo Hypersil, Runcom, Cheshire, UK ) in series were used:
2.1 mm = 50 mm (column 1) and 2.1 mm = 250 mm (column 2). The mobile phase was 26 mM
ammonium formate, pH 3.8, with a two-step gradient of acetonitrile (17-25 min_ 0—31%
acetonitrile; 25-30 min, 31% acetonitrile; 30-35 min, 31-50% acetonitrile). The flow rate was 0.2

(Nemet et al., 2011, Ik 3—4, Thornalley et al., 2003, Ik 583)
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