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METODA DE DETERMINARE MAS·SPECTROMETRICA A LEGARII IONILOR 

METALiCI DE CATRE PEPTIDE LA VALORI INALTE DE pH 

I nventia se refera la un procedeu de determinare a legarii ionilor metalici de catre 

peptide ~i proteine la valori inalte de pH in solutii apoase, utilizand etanolamina ~i 

derivatii sai ca agenti de alcalinizare. Cercetarile anterioare au aratat ca masurarea 

masei biopolimerilor se poate realiza cu spectrometre de masa de tip MALDI-ToF la pH 

acid, in prezenta de acid formic sau acetic [1-3]. Spectrometria de masa are capacitatea 

de de a furniza informatii cu privire la complec~ii metalo-proteici implicati in procesele 

biochimice [4]. Spre deosebire de procedeul MALDI-ToF MS, procesul de ionizare cu 

electrospray ~i captura de ioni (ESI-Ion Trap MS sau ESI-MS) este mai bland ~i permite 

vizualizarea in spectrul de masa obtinut a unor complec~i intacti de proteine ~i peptide 

cu ionii metalici [5]. 0 data cu cre~terea pH-ului de la valori acide (solutiile de analiza 

continand acid acetic, acid formic, etc.) spre valori fiziologice (pH 7,4) ~i, mai ales, 

alcaline (pH mai mare decat 8,0, mergand chiar peste 10,0), ionii metalici se leaga, de 

regula, mult mai intens la proteine ~i peptide [6]. La valori de pH mai mari de 12,0 are 

loc formarea complexului biuret al proteinelor cu ionii de cupru. Tendinta de legare mai 

puternica a ionilor metalici de catre proteine ~i peptide nu poate fi evidentiata prin 

tehnicile spectrometrice de masa actuale, cum ar fi ESI-MS, deoarece bicarbonatul de 

amoniu nu poate atinge valori foarte Tnalte de pH, iar utilizarea unor solutii de baze tari 

ar conduce la formarea de complec~i cu ionii acestora, complicand mult spectrele ~i 

alterand rezultatele. La pH inalt poate apare coroziunea datorata hidroxizilor, Tn timp ce 

fluiditatea solutiilor poate scade conducand la lnfundarea capilarelor. 

In literatura de specialitate nu am intalnit niciun procedeu de masurare a maselor 

la valori de pH mai mari de 7,8, deoarece bicarbonatul de amoniu (50 mM, pH 7.8), 

considerat un tampon ideal pentru spectrometria de masa cuplata cu cromatografia de 

lichid la pH ridicat [7], nu poate atinge nici valorile de pH de 8,5 din mitocondrii. 

Ipoteza de lucru a prezentei inventii se bazeaza pe faptul ca ionii metalici se 

leaga la proteine ~i peptide in mod diferit la diferite valori de pH, iar tampoanele actuale 

nu permit masuratori la valori de pH peste valoarea 8,0. In aceste conditii a fost 

necesara introducerea unei substante care sa genereze valori inalte de pH, dar care sa 

nu interfere cu determinarile maselor peptidelor sau complec~ilor acestora. Pe de alta 

parte, fluiditatea solutiilor obtinute trebuie sa se mentina in limitele admise de curgerea 

solutiilor prin capilarele spectrometrelor de masa ~i sa se volatilizeze la formarea 

electrospray-ului. De aceea, am ales etanolamina ce contine 0 grupare amino ce poate 

genera Tn solutii apoase un pH mai mare de 8,0 ~i care poate ajunge ~i la valori de pH 

1 




q- 2 0 1 0 - - 0 1 3 3 6 ­
1 3 -12- 2~13 

11,0, dar care contine ~i gruparea OH alcoolica ce-i permite sa fie solubila Tn apa ~i sa 

nu scada fluiditatea solutiilor obtinute. 
Spectrele obtinute la valori mari de pH, difera mult de cele realizate cu metodele 

obi~nuite. De aceea, este necesara interpretarea acestora, iar prezenta inventie 
propune realizarea unor spectre suplimentare Tn cazul solutiilor de complec~i peptido­
metalici cu valori inalte de pH, in a~a fel incat sa se observe evolutia formarii 
complec~ilor la pH crescand. De asemenea, se propune calculul valorii m/z (masa 
supra sarcina electrica a ionului complexului investigat) ~i identificarea sa Tn spectru. In 
continuare, aceste valori fiind atribuite, se identifica celelalte semnale din spectru ~i se 

atribuie altor ioni sau impuritatilor, dupa caz. 
Metoda de masurare a maselor complec~ilor peptido-metalici la valori inalte de 

pH conform inventiei prezinta 0 serie de avantaje: 
- permite identificarea directa a speciilor moleculare ale complec~ilor peptido­

metalici sau proteino-metalici rezultate la amestecarea solutiilor de peptide sau proteine 
cu solutii de ioni de metale grele la valori Tnalte de pH; 

- permite descifrarea spectrelor complexe obtinute la valori Tnalte de pH, fie prin 
utilizarea unor spectre suplimentare mai simple, 'fie prin calcul cu ajutorul programului 
de calculator instalat pe spectrometrul de masa cu capcana de ioni ~i ionizare cu 
electrospray; 

- se aplica u~or la utilizarea unui intrument ESI-MS obi~nuit, prin simpla 
modificare a pH-ului cu ajutorul etanolaminei ~i derivatilor sai, fara consum suplimentar 
de energie, reactivi sau dispozitive anexe; 

- tehnica de lucru este facila ~i permite examinarea modului de legare a ionilor 
metalici la proteine salJ peptide, permitand abordarea problemelor complexe ale 
proprietatilor proteinelor ~i determinarea structurii acestora. 

- se poate aplica la peptidele cu masa moleculara mica fara calcule suplimentare 
privind masele complec~ilor formati; 

- se poate aplica ~i peptidelor cu masa moleculara mai mare sau proteinelor ~i 
complec~ilor acestora, in care caz este necesara deconvolutia spectrelor ca in 
exemplele mentionate; 

- sunt evidentiati in spectrul de masa, in mod direct, complec~ii formati la pH 
inalt, lucru imposibil cu solutiile tampon uzuale; 

- solutiile alcaline pe baza de etanolamine nu sunt corozive pentru 
spectrometrele de masa ~i nu interfera cu masuratorile. 

Caracterul de noutate al metodei descrise consta in introducerea unui tampon pe 
baza de etanolamina ~i derivatii acesteia, care permite masuratori de masa la pH inalt, 
chiar mai mare de pH 8,0, in vederea evidentierii modului de legare a ionilor metalici la 
peptide ~i proteine. Procedeul descris nu necesita instalatii ~i utilaje suplimentare, in 
afara celor utilizate la determinarile cu instrumentele obi~nuite. 
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Solu~iile sunt u~or de preparat, nu sunt corozive ~j nu interfera cu deterrninarile. 
Deconvolu1ia spectrelor peptidelor mici se face in mod obi~nuit, iar 'in cazul peptidelor 
mai mari sau In cazul masuratorilor la valori foarte Tnalte de pH, se recurge la calcule 
suplimentare. Astlel, se calculeaza valorile m/z la care pot apare diferi~i complec~i in 
spectru 9i se identifica aceste semnale in spectrul de masa. In continuare, cu ajutorul 
optiunii "state charge ruler" din programul "data analysis", instalat deja pe instrument, se 
identifica semnalele acestor complec9i avand ~i alte sarcini electrice. De exemplu, se 
calculeaza masa complexulul [P+Me+nH](n.me)+, In care Peste masa peptidei, Me, masa 

metalului, iar me este sarcina ionului metalic. In continuare se identifica semnalele 
[P+Me+(n±i)H](n.me:!:/)+, care memoreaza pentru a nu fi atribuite altor complec~i, peptide 

pure sau impuritati. Gradul de tehnicitate al inventiei este conferit de metoda de 
determinare a maselor cu spectrometrele de masa cu electrospray, utilizarea unor 
tampoane cu compozitii pe baza de etonolamina, di- 9i trietanolamina, precum ~i de 
modul de prelucrare a spectrelor. Acesta presupune deconvolutia obi~nuita a spectrelor 
obtinute la pentru peptide mici (2-4 resturi de aminoacizi) la pH slab bazic ~i utilizarea 
unor spectre suplimentare pentru pH inalt, iar pentru complec~ii peptidelor mai 
complicate cu ionii metalici la pH foarte inalt se recurge ~i la utilizarea optiunii "state 
charge ruler" din programul "data analysis". Gradul de tehnicitate poate cre~te mult In 
functie de biopolimerul analizat, multitudinei de ioni din solutia de analizat sau valoarea 
pH-ului. 

Aplicarea metodei descrise in prezenta inventie la doua peptide ~i la complec~ii 
acestora cu ionii de cupru a condus la spectre inedite, care au indicat ca modul de 
legare a ionilor metalici la peptide difera mult cu modificarea pH-ului. Acest lucru este 
de foarte mare interes pentru biochimi~tii care analizeaza efectul solutiilor alcaline 
asupra celulelor vii, legarea metalelor de proteine In mitocondrii, pentru medicii care 
studiaza bolile Wilson, Alzheimer, Parkinson, bollIe prionice Tn care legarea ionilor 
metalici de peptide joaca un rol esentiaL De asemenea, studiul interactiunii metalelor cu 
alte substante, la valori inalte de pH ar putea interesa chim~tii ~i alte categorii de 

speciali~tL 

In continuare se dau 2 exemple de realizare a inventiei. 

Exemplu 1. Experimentele de spectrometrie de masa cu ionizare cu electrospray 
~i capcana de ioni (ESI-Ion Trap MS) au fost efectuate pe un spectrometru de masa 
Esquire 3000plus de la Daltonics Bruker (Bremen, Germania). Spectre Ie au fost 
acumulate In domeniul m/z 200-2000 iar temperatura de uscare a gazului purtator a fost 
de 300 °e, introdus cu 0 viteza de 5.0 I/min. Valoarea tensiunii in capilara a fost de 
197.5 V, iar valoarea skim de 62.4 V. Instrumentul a fost folosit atat In modul pozitiv cat 
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~i in cel negativ, programul de calculator utilizat a fost DataAnalysis de la firma Bruker, 

Germania, care este de regula instalat pe instrument. Toti reactivii chimici au fost de 

gradul analitica ~i toate solutiile preparate cu apa de puritate milliQ cu R = 18.2 MO. 
Acetonitril. acid acetic, sarurile de cupru, bicarbonat de amoniu, ~i glutation au fost 
achizitionate de la Merck (Darmstadt, Germania). Etanolamina, dietanolamina ~i 

trietanolamina au fost achizitionate de la Merck (Schuchardt-Hohenbrun, Germania). 
Oligopeptida Gly-Gly-Gly-Gly 97% (Gly4) a fost produs de EGA Chemie (Steinheim, 

Albuch, Germania) ~i utilizata fara purificare suplimentara. Gly4 a fost dizolvata initial in 
amestecul de solventi acetonitril-apa, 1: 1 (v/v), care contine acid acetic 0,1%. 
Concentratia peptidei a fost de 10 ng/lJL, iar raportul Gly4:Cu2 

+ a variat de la 1:0.1 la 
1: 1O. Valorile pH-ului din toate solutiile au fost masurate cu un pH-metru CG 837 -Schott 
inainte ~i dupa tratamentul cu ioni de cupru. Corectiile pH-ul au fost efectuate cu acid 
acetic, acetat de amoniu, bicarbonat de amoniu, ~i etanolamine ~i derivatele sale, atunci 
cand a fost necesar. 

Adaugarea de etanolamina in locul bicarbonatului de amoniu imbunatate~te 

gama de pH-ul pentru analiza prin spectrometrie de masa. 0 solutie 0,4 molar de 
etanolamina a avut pH 11,8, care a scazut la 11,4 prin diluare de 10 ori. 

Figura 1 arata ca peptida apare la m/z 247 sub forma ionului [M+Hf, iar 

adaugarea de etanolamina pentru a realiza un pH de 10,6, conduce la agregarea 

peptidei cu formare de dimeri ([2M+Hn, trimeri ([3M+Hn ~i chiar tetrameri ([4M+Hn, 
la m/z 493, 739 ~i, respectiv, 985. La adaugarea ionilor de cupru se formeaza complec~i 

care sunt u~or de recunoscut la concentratii mici (Fig. 1, c), ~i foarte greu de identificat 
la pH 10,6. Utilizand programul instrumentului au fost atribuite valorile m/z tuturor ionilor 

complec~i. 

Exemplu 2. Se procedeaza ca in exemplul 1, dar se analizeaza complec~ii 

glutationului, 0 tripeptida y-glutamil-cisteinil-glicina care contine gruparea chimica SH, 
ce poate lega puternic ionii metalelor grele. Glutationul a avut concentratia de 10 

pmol/lJL, iar raportul molar cupru/glutation a fost 1/1. 0 solutie apoasa de 2,5% 
etanolamina cu pH-ul 11.89 a fost adaugata in proportie de 10% pentru a cre~te pH-ul 

solutiei de glutation-ioni de cupru de la pH 6.0 la pH 11.23. Alte solutii au avut pH-ul 
11.4 (etanolamina 0,25%) ~i pH-ul 10,9 (etanolamina 0,025%). Din figura 2 se remarca 

faptul ca solutia alcalina induce oxidarea partiala a gruparilor SH, iar in prezenta ionilor 

de cupru, spectrul devine mai complicat in raport cu acela realizat la pH 4,0. Aceasta 
demonstreaza capacitatea acestei metode de a pune in evidenta fenomenele care se 
petrec intre proteine ~i ionii metalici pe masura ce pH-ul cre~te. La valori mari de pH se 

remarca formarea cornplec~ilor cu legaturi intre gruparea CONH ~i metal, in timp ce 
grupele SH sunt transform ate in legaturi disulfidice -S-S-. Aceste procese pot fi 

evidentiate numai prin aceasta metoda, anterior nefiind descrisa in literatura observarea 

directa a oxidarii gruparilor SH in mediu alcalin sau in prezenta ionilor ~etalici. 
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Revendicari 

1. Metoda de determinare a legarii ionilor metalici la peptide ~i proteine la valori 
inalte de pH caracterizat prin aceea ca, la solutiile de analizat se adauga proportii 
diferite de etalolamina, di- sau trietanolamina pentru cre~terea pH-ului pana la valoarea 
dorita ~i efectuarea masuratorilor de masa cu un spectrometru de masa cu capcana de 
ioni ~i ionizare cu electrospray. 

2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca spectrele 

obtinute pentru complec~ii metalelor cu peptidele ~i proteinele la valori inalte de pH 
sunt descifrate fie prin utilizarea unor spectre suplimentare realizate la concentratii mai 
red use in ioni metalici ~i la valori mai scazute de pH, fie prin calculul m/z al complec~ilor 
prevazuti, identificarea lor in spectru ~i utilizarea optiunii "state charge ruler" din 
programul "data analysis" pentru stabilirea valorilor m/z ale tuturos complec~ilor aparuti 
in spectrul de masa. 
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Rezultatele prezinta importanta deosebita pentru studiile de biochimie ~i medicina, 

deoarece glutationul este un agent de detoxifiere a celulelor vii. 
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Figura 1. Spectrele de masa ESI ion trap MS ale tetrapeptidei Gly4 (GGGG) in 

mediu acid (a), alcalin, pH 10,6 (b), in prezenta ionilor de"c~e·~i d). 
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Figura 2. 	 Spectrele de masa ESI ion trap MS ale glutationului ~i complec~ilor sai cu 
ionii de cupru la diferite valori de pH: 1A - glutationv1-~llL, pH 4.0; 
1 B - glutathione, 10 pmol/f-lL, pH 10,9; 1C - 9Iut~Gf)tCu2+:~1rt'f3.H 4.0; ~i 
10 - glutation/Cu2
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