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Introducere

In momentul de fati, metodele de investigare si de diagnostic precoce pentru bolile
neurodegenerative precum si pentru tumori, cu precadere a tumorile cerebrale, se impun a fi
dezvoltate Tn mod continuu, astfel spectrometria de masa de inalta rezolutie contribuie la
imbunatatirea acestor metode.

Pana in acest moment, cunoastem putine lucruri despre modul in care se comporta anumite
celule ale corpului uman pentru a activa bolile neurodegenerative sau pentru a favoriza
multiplicarea celulelor tumorale, astfel incat este necesar sa se dezvolte tehnici analitice de mare
capacitate si strategii superioare in masura sa identifice markerii biochimici care descriu diferite
patologii clinice implicate in astfel de procese.

Medicina moderna a dezvoltat de-a lungul timpului metode de diagnostic si investigare atat
a bolilor neurodegenerative cat si a tumorilor cerebrale, printre aceste metode se numara:

1) scanarea prin tomografie computerizatd (CT), care desii este 0 metoda non- invaziva,
este 0 metoda relevanta doar Tn cazul tumorilor;

i1) Rezonanta Magnetica Nucleara (RMN) sau Imagistica prin Rezonanta Magnetica (IRM)
care face distinctie Intre diferite structuri anatomice si evalueaza in detaliu anatomia acestora;

iii) Tomografia prin Emisie de Pozitroni (PET CT) o metoda de imagistica moleculara,
care poate oferi informatii cu privire la functionalitatea tesuturilor. Cu toate acestea, trebuie
specificat ca rezolutia spatiald si temporala este limitata ceea ce conduce la omiterea structurilor
mici.

Chiar daca aceste metode sunt noninvazive si au o precizie destul de bund in diagnosticarea
corecta a diferitelor patologii, in ultimii ani medicina moleculara ajutata de stiintele “omice” au
contribuit foarte mult la imbunatatirea diagnosticarii precoce, chiar inainte de aparitia simptomelor
specifice, prin descoperirea de biomarkeri moleculari caracteristici pentru tot mai multe afectiuni.
Astfel de markeri moleculari pot sa evidentieze boala Tnainte de declansarea propriu zisa a acesteia,
ceea ce conduce la un pronostic mai bun al sperantei de viata si o gestionarea mai eficientd a
tratamentului.

Tinta fizicii medicale este de a identifica markeri moleculari din fluidele corpului, lichid
cefalorahidian, sange, saliva, lacrimi, urina. Intru-cat, acestia sunt exprimati in concentratie destul

de mare in lichidul cefalorahidian (CLR), dar prelevarea acestuia necesitd o indicatie medicala



precisa si reprezintd o procedura invaziva, se fac eforturi deosebite pentru a putea sabili setul de
biomarkeri din sange.

Aceasta lucrare este structuratd in patru capitole, astfel:

Primul capitol intitulat Consideratii Generale, am descris glicolipidele n special
gangliozidele si rolul lor in functiile cerebrale precum si metodele de analiza ale acestora, cu
precadere fenomenul de ionizare prin electrospray si importanta acestui fenomen in caracterizarea
biomoleculelor mari, respectiv tehnicile de fragmentare cu ajutorul cérora obtinem date importante
despre structura acestor molecule.

Gangliozidele fac parte din grupul glicosfingolipidelor cu o structura complexa, au in
componenta lor o ceramida (formatd dintr-o baza sfingoida si un acid gras), legata glicozidic de
un lant oligozaharidic care contine o formatiune de glucoza si una sau mai multe unitéti de acid
sialic.

Gangliozidele sunt intalnite la toate mamiferele, atat in tesuturi cat si in lichidele corpului,
cercetarile au demonstrat ca in sistemul nervos central, creier, maduva spinarii, lichidul
cefalorahidian se gasesc in concentratiec mai mare, ele reprezentand 6% din masa lipidelor din
creier fata de restul tesuturilor unde apar in concentratie mai mica.

Se gasesc cu precddere 1n partea exterioara a membranei plasmatice, sinteza lor Incepe in
reticulul endoplasmatic cu ceramida care este apoi transferata cu ajutorul proteinelor de transfer in
aparatul Golgi care o transforma in glucosilceramide (GlcCer).

Membrana celulard este limita dintre partea interioara si cea exterioara a celulei. Ca urmare,
aceasta are rolul de a gestiona circulatia diferitelor molecule - cum ar fi proteinele, glicoproteinele,

ioni, apa, aminoacizi, - in interiorul si in afara celulei, asa cum se poate vedea in Figura 1.1.



Fluid extracelular Glicglipide

Figura 1.1. Structura membranei celulare redata sub forma unei diagrame

Tn ultimii ani, studii avansate realizate folosind metode moderne de genetica si
neuroimagistica, cum ar fi imagistica prin rezonanta magnetica (IRM) au indicat ca cerebelul uman
sustine si functii autonome, limbice si cognitive, inclusiv limbajul si gandirea; prin urmare, aceasta
regiune a creierului a fost in ultima vreme asociata cu aparitia si dezvoltarea autismului. Pe baza
datelor colectate prin testare genetica si/sau folosind metode RMN, alte rapoarte se refera, de
asemenea, la disfunctiile cerebeloase asociate cu boala Alzheimer (AD), tulburarea de deficit de
atentie / hiperactivitate, boala Huntington, ataxia ereditard si boala Parkinson (PD).

Spectrometria de masd de inalta rezolutie (HR MS) este cea mai performantd optiune
pentru determinarea cu cea mai mare acuratete a diverselor substante de analizat intr-o mare
varietate de matrici umane. Acest principiu care deosebeste HR MS de spectrometria de masa
conventionald cu rezolutie "unicd" isi are bazele in fizica atomica, mai exact in energiile de legare
nucleara diferite pentru fiecare izotop al fiecarui element, conducand astfel la "defectul de masa"

care reprezintd diferenta dintre masa exacta si masa nominala.



In principiu, spectrometria de masa de inalta rezolutie presupune determinarea cu cea mai
mare acuratete posibild a maselor masurate; definitia acuratetei este exprimata in parti/milion si se

calculeaza dupa cum urmeaza in relatia:

1+¥10®(masa misurati—masa teoretica)

Ppm=

masa teoretica

Rezolutia unui instrument este dependenta de mai multi paramentri, printre care se numara:
masa la care se masoard timpul de achizitie, prin urmare masa trebuie mentionatd intotdeauna in
contextul rezolutiei, precum si calibrarea instrumentului de inalta rezolutie.

Spectrometrele de masa de tipul Orbitrap efectueaza masuratori de inalta rezolutie prin
masurarea frecventei la care ionii oscileaza in capcana orbitald. Cu toate acestea, trebuie mentionat
totusi ca rezolutia inalta se atinge in defavoarea vitezei de scanare.

Masa moleculara este un parametru implicit care ofera informatii referitoare la identitatea
unei molecule. Spectrometria de masa (MS) este o tehnica de analizd care asigurd masuratori
precise ale masei chiar si din cantitati foarte mici de probe foarte complexe care contin substante
analitice ce se incadreazd intr-o gama largd de dimensiuni si concentratii moleculare.
Spectrometria de masd de inalta rezolutie oferd, pe langa determinarea masei moleculare a unui
esantion analizat, descoperirea particularitatilor structurale ale speciilor de interes cu ajutorul
spectrometriei de masa in tandem (MS/MS).

CID (Collision-Induced Dissociation) este o metoda de spectrometrie de masa pentru a
genera ioni fragment, ionul precursor sau ionul parinte este accelerat prin aplicarea unui camp
electric care 1i creste energia cinetica si apoi este lasat sa intre in coliziune cu moleculele unui gaz
neutru (azot, argon sau heliu). Tn timpul ciocnirii, energia cinetica este transformata in energie
internd, ceea ce va duce la "spargerea" ionului molecular in fragmente mai mici, aceste fragmente
vor fi analizate apoi prin spectrometrie de masa.

ETD (Electron Transfer Dissociation) este 0 tehnica de fragmentare ce se efectueaza prin
transferul de electroni catre moleculele multiplu Tncarcate, permitand astfel secventierea

biomoleculelor, cum ar fi proteinele sau peptidele.



Fragmentarea prin captare de electroni presupune cd moleculele multiplu-protonate
interactioneaza cu electronii liberi pentru a forma ioni, iar eliberarea de energie potentiala electrica
are ca rezultat fragmentarea ionului produs.

Capitolul 11 denumit Materiale, metode si echipamente utilizate exemplifica informatiile
referitoare la toate dispozitivele, esantioanele si substantele reactive folosite in cadrul studiilor
prezentate in aceastd teza, precum si nomenclatorul, metoda de calcul a maselor moleculare si a
maselor fragmentelor ionice obtinute.

Tn cazul de fata, informatia structurala reprezinta scopul analizei, ionizarea simultana a mai
multor specii moleculare trebuie evitata. Filtrarea pe gel bazata pe Sephadex permite separarea
grupurilor de biomolecule care sunt peste limita de excludere a mediului, de contaminanti precum
saruri si coloranti. Sephadex este preparat prin reticulare cu dextran si epiclorhidrina.

Sephadex G-25 are un interval de fractionare pentru moleculele globulare de mase

moleculare cuprinse intre 1000 Da si 5000 Da, cu o limita de excludere de aproximativ 5000.
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Figura 2.1.1 Schema de separare a mleculelor de diferite dimensiuni prin filtrare pe gel



Moleculele sunt eluate In ordinea descrescatoare a marimii moleculare. Masa moleculara
a celei mai mici molecule care nu poate patrunde prin porii unui anumit gel se numeste "limita de
excludere" a gelului.

Amestecurile de gangliozide native analizate in acest studiu au fost purificate din tesut
cerebral, provenite de la fetusi aflati in diferite stadii de dezvoltare intrauterind, respectiv a 15-a
(notatd C15gw) si a 40-a (C40gw) saptdmana de gestatie si de la un barbat in varstd de 65 de ani
(C65y), decedat Tn urma unui stop cardiac, ca urmare a unei boli coronariene.

Proba de tesut prelevata din tesutul cortexului normal provenit de la un subiect sandtos in
varsta de 17 ani, decedat In urma unui accident va fi notata in continuare cu MC17. Examinarea
morfoanatomica si histopatologica a indicat ca tesutul MC17 era normal. Conform examinarii
morfoanatomice si histopatologice, tesuturile nu prezentau semne patologice. Biopsiile C15gw si
C40gw au fost obtinute in timpul unei actiuni pedopatologice de rutind, examinate prin autopsie
la Spitalul Clinic de Obstetrica si Ginecologie "Petrova", in timp ce C65y si MC17 a fost prelevat
la Departamentul de Medicina Legald si Criminologie, Facultatea de Medicind, Universitatea din
Zagreb, Croatia.

Hemangiomul cavernos cerebral (notat in continuare cu HE42) localizat in emisfera
dreapta a cortexului frontal la un pacient adult de sex masculin, in varsta de 42 de ani, a fost
diagnosticat clinic cu ajutorul tomografiei computerizate (CT) si imagisticii prin rezonanta
magnetica (IRM). Specimenul de tumora cerebrala a fost obtinut in timpul procedurii chirurgicale.
Diagnosticul histopatologic de hemangiom cavernos a fost confirmat cu ajutorul coloratiei cu
hematoxilina si eozind. Aceastd analiza a indicat faptul ca tesutul tumoral era compus din tesut
conjunctiv celular si spatii sanguine cu pereti de grosime variabild, acoperite cu endoteliu simetric
si umplute cu eritrocite. Proba de tesut utilizatd pentru analiza biochimica si extragerea
gangliozidelor a fost cantarita si depozitata la -20 °C dupa indepartarea cu grija a vaselor de sange
si a elementelor necrotice. Permisiunea pentru experimentele cu tesut uman in scopuri stiintifice a
fost obtinutd de la Comisia de eticd a Facultatii de Medicina din Zagreb, in cadrul proiectului
108120 finantat de Ministerul Croat al Stiintei si Tehnologiei.

Au mai fost analizate si esantioane de tesut hipocampal afectate de epilepsie temporald si
de esantioane de tesut de control hipocampal fard modificiri neuropatologice. Pacientul cu
epilepsie temporald (de sex feminin, in varsta de 28 de ani) a avut antecedente de crize partiale

complexe si refractard la medicatia antiepileptica. Imagistica prin rezonantd magnetica cerebrala



a evidentiat sclerozd hipocampald pe partea dreaptd, astfel cd a fost indicata
amigdalohippocampectomia selectiva. Examenul neuropatologic a confirmat diagnosticul clinic.
Tesutul hipocampal de control a facut parte din colectia de tesut cerebral uman de la Institutul
Croat pentru Cercetarea Creierului, Scoala de Medicina a Universitatii din Zagreb, si a fost obtinut
in urma autopsiei de rutind a unei persoane care a murit din cauze care nu au legatura cu afectiuni
neurologice (barbat, in varsta de 63 de ani). Toate tesuturile au fost congelate imediat in azot lichid
si depozitate la -80°C pana la procedurile analitice ulterioare. Studiul a fost realizat in conformitate
cu Declaratia de la Helsinki si a fost aprobat de comisiile de etica ale spitalului universitar Sestre
Milosrdnice, Zagreb (EP-7259/17-17) si a Scolii de Medicina a Universitatii din Zagreb (641-
01/17-02/01), cu care am colaborat in cadrul mai multor proiecte.

Avand in vedere complexitatea structurald si compozitionala a gangliozidelor, pana in
prezent nu a fost inca dezvoltat un software care sa poatd asigura desemnarea si interpretarea
automata a ionilor detectati prin spectrometrie de masa, insa pe baza rezultatelor anterioare in
domeniul glicolipidelor am intocmit o baza de date ce cuprinde majoritatea structurilor existente.

Tn cadrul acestor studii, spectrele de masa au fost desemnate prin calcul efectiv, metoda de
calcul fiind descrisa mai jos.

Calcularea maselor moleculare din datele spectrale obtinute prin EST MS:

i) stabilirea gradului de incarcare al ionilor detectati;

i) calcularea maselor moleculare;

iii) corelarea maselor moleculare cu formulele moleculare;

iii1) calcularea acuratetei in determinarea masei,

Pentru asocierea gangliozidelor, s-a aplicat sistemul de abreviere introdus de Svennerholm,
impreuna cu recomandarile Comisiei [UPAC-IUB pentru nomenclatura biochimica (IUPAC-1UB
1998), dupa cum urmeaza:

GA3 - 113-LacCer; GML1 - 113-a-Neu5Ac-GgaCer; GM2 - I13-a-Neu5SAc-GgsCer; GM3 - 13-
o-Neu5Ac-LacCer; GM4 - 113-0-Neu5Ac-GgCer;GD1 - 113-0-(Neu5Ac).-GgsCer; GD2 - 113-a-
(Neu5Ac),-GgsCer; GD3 - 113-a-(Neu5Ac),-LacCer; GT1 - 113-a-(Neu5Ac)s-GgaCer; GT2 - 113-a-
(Neu5Ac)s-GgsCer; GT3 - 113-a-(Neu5Ac)s-LacCer, GT4 - I13-a-(Neu5Ac)s-GgCer; GQ1 - 113-a-
(Neu5Ac)s-Gg4Cer.

lonii moleculari au fost atribuiti speciilor de gangliozide prin calculul exact al masei si pe

baza informatiilor dobandite anterior despre acest tip de glicoconjugate si a criteriilor de biosinteza



cunoscute. Atribuirea ionilor fragment a corpului oligozaharidelor generate n cadrul
experimentelor de fragmentare HCD MS? a urmat nomenclatura introdusa de Domon si Costello
si revizuitd de Costello si colab.

Deoarece lansarea initiald a primului spectrometru de masa bazat pe Orbitrap in 2005,
nevoile Tn expansiune ale comunitatii spectrometriei de masa au stimulat in mod continuu la
dezvoltarea tehnologiilor MS bazate pe Orbitrap.

Ionii pozitivi au fost stocati in capcana pentru o perioada lunga de timp, Th timp ce se roteau
n jurul firului, deoarece conservarea momentului cinetic nu le-a permis si cada pe sarma. In
deceniile urmatoare, acest principiu a fost dezvoltat, iar Knight a echipat capcana lui Kingdon cu
0 pereche de electrozi pozitivi conici, care au restrictionat, de asemenea, efectul de miscarea ionilor
in directie longitudinala.

Knight a introdus astfel aproximarea quadru-logaritmica, Ecuatia 2.4, pentru a descrie

campul potential electrostatic al acestui nou model de capcana
2
W(zr)=Ci(z2 = = + RIn-—) +Cz (2.4)
2 Rm

Unde Rm este un parametru geometric, iar C1 si C2 sunt contante.
Aceastd aproximare satisface ecuatia Laplace. Perechea de electrozi asimetrici au forma

prezentata in Figura 2.6.




Figura 2.5.4 Capcana ionica. (1) Electrodul interior (2) electrodul exterior, (3) orbitele
ionice, (4) inelul de izolare care separa doua sectiuni ale electrodului exterior, (5) deschiderea
tangentiala pentru injectia de ioni.

Capitolul 11l numit Rezultate experimentale si discutii prezinta rezultatele experimentale
originale, legate de cartografierea gangliozidomului cerebelului uman in diferite stagii de
dezvoltare ale acestuia, caracterizarea gangliozidomului cortexului motor uman, determinarea si
descoperirea compozitiei structurii markerilor de tip glicolipidici in tumori cerebrale. Cercetarea
s-a mai orientat si spre evaluarea modificarilor in modelul gangliozidelor Tn hipocampul adult
afectat de TLE 1n comparatie cu hipocampul normal, detectand structurile specifice TLE si
completand caracterizarea gangliozidomului asociat TLE.

Tn primele sudii, am dezvoltat o abordare bazati pe spectrometria de masi de inalta
rezolutie, pentru a putea caracteriza schimbarile ce apar in structura “gangliozidomului” uman
odatd cu dezvoltarea si imbatranirea creierului uman. Experimentele s-au bazat pe screening-ul
comparativ si analizd structurald a gangliozidelor exprimate in creierul fetal si adult, si s-au
efectuat cu ajutorul spectrometrului de masa Orbitrap in tehnica ionilor negativi.

Platforma de rezolutie ultrainaltd a permis discriminarea a 159 de ioni corespunzatori a 120
de specii distincte de gangliozide, fard a fi necesard o separare anterioard a amestecurilor native
de gangliozide obtinute din biopsiile cerebelului fetal si adult, un numar mult mai mare fatd de
experimentele realizate pana acum.

O evaluare detaliata a spectrelor de masa si a datelor sistematizate arata ca parametrii de
screening au favorizat procesul de multicharging, ceea ce reprezintd o caracteristica pozitivd, nu
numai utild pentru o fragmentare eficienta a ionului precursor prin MS/MS, ci si o confirmare a
faptului ca setul definit de tensiuni nanoESI au fost blande si, prin urmare, adecvate si pentru a
preveni fragmentarea 1n sursd a atasamentelor labile, cum ar fi Neu5SAc si Fuc.

Experimentele HCD MS/MS efectuate folosind aceiasi ioni precursori corespunzatori GD3
(d18:1/18:0) si GQ1 (d18:1/18:0) detectate n toate extractele analizate aici, nu au evidentiat nicio
diferenta structurala de la o proba la alta. Aceste constatari ar putea sugera cd, in timp ce expresia
diferitelor specii in tesutul cerebelos este strans legatd de faza de dezvoltare, structura lor intima
nu este modificata. Cu siguranta, urmeaza sa fie efectuate cercetari mai detaliate pentru elucidarea

acestui aspect.



Comparatia cerebel fetal fatd de cerebelul adult a dezvaluit diferente semnificative in
speciile de gangliozide exprimate, care sunt atribuibile procesului neurodezvoltarii si ar putea fi
utilizate In consecintd ca markeri ai Tmbatranirii cerebelului. Pe langa descoperirile precedente,
care au aratat ca densitatea gangliozidelor in cortex creste brusc in ultimul trimestru de dezvoltare
fetala, datele noastre coroboreaza o complexitate structurala ridicata a gangliozidelor cerebeloase
fetale, in special in ultimul trimestru al vietii intrauterine si in jurul termenului.

Cortexul motor (MC) este regiunea creierului responsabild de executia miscarii corpului,
aceastd zond genereaza si transmite semnalul miscarii catre toti muschii voluntari ai corpului, care
se contractd pentru a genera miscare si executarea miscarii. Prin urmare, aceastd zona joaca un rol
fundamental in efectuarea oricarei activitati fizice si in programarea secventelor care conduc la
migcari efectuate in mod coordonat. Leziunile la MC sau modificarile patologice in compozitia
sau structura componentelor chimice exprimate la acest nivel au repercursiuni grave asupra vietii.

O analiza amanuntita a spectrelor a dus la identificarea a nu mai putin de 89 de ioni. In
mod interesant, rezultatele aratda ca MC17 este caracterizat de specii de gangliozide care prezintd
o mare diversitate de compozitii de lanturi glicanice si ceramide, precum si componente relevante
din punct de vedere biologic modificate de O-acetilare, gruparea fucosil sau atasarea ionilor
CH3COO'.

Evident, proba analizata este caracterizat de un grad de sialilare mult mai ridicat decét cel
cunoscut anterior, fiind dominat, in mod esential de structuri polisialilate care prezinta lanturi lungi
de zaharide, din clasa G1.

HCD a generat un set de ioni de diagnosticare, carora li s-a atribuit o precizie medie
excelenta a masei de 2 ppm; acesti ioni de secventd documenteaza structura lantului zaharidelor,
starea de sialilare, pozitiile de-a lungul lantului celor trei monozaharide NeuSAc, precum si
compozitia generald a ceramidei.

Datorita puterii de rezolutie ridicate si masurarii precise a masei atat in profilarea MS, cat
si in fragmentarea MS / MS, am putut colecta date compozitionale si structurale noi legate de
gangliozidomul MC uman, fara a fi necesara separarea inainte de MS, care ar fi prelungit timpul
analizei §i interpretarea ulterioard a datelor. Din acest motiv, consideram cd MS HR cu capcana
orbitala cea mai rapida si sensibild metoda pentru investigarea probelor clinice in general si pentru

determinarea fiabild a biomarkerilor gangliozidici in biopsiile cerebrale in special.



Hemangioamele sunt cele mai frecvente, in general benigne, caracterizate prin dilatarea
vaselor de singe. Aceste tumori apar frecvent In copildrie, fiind uneori inofensive si
asimptomatice. Cu toate acestea, leziunile simptomatice pot provoca hemoragii, ulceratii sau
perturbarea functiilor organelor afectate.

In paralel cu procedurile imagistice, in ultimii ani, pe baza progreselor in tehnicile
bioanalitice, medicina moleculara a dezvoltat metode eficiente pentru diagnosticul precoce al
hemangiomului, care se bazeaza pe descoperirea de biomarkeri Tnainte de manifestarea
simptomelor clinic.

Dupa cum au ardtat spectrule nregistrate, conditiile experimentale aplicate au permis
screening-ul amestecului complex HE42 fara a pune in pericol ionizarea componentelor mici, care
au semnificatie biologicd insemnatd. Spectrul de masd generat prezintd un model de ioni
moleculari foarte complex, cuprinzdnd specii caracterizate printr-o diversitate ridicatd atat a
lanturilor de glicani, cat si a compozitiilor de fragmente de ceramida, precum si cateva modificari
relevante din punct de vedere biologic, cum ar fi atasamentele O-acetilarea, O-fucozilarea si
CH3COO'.

Astfel, proba analizata se caracterizeaza printr-o incidenta crescuta a glicoformelor GD3,
spre deosebire de tesutul sandtos, analizat in studiile precedente, unde predomind speciile

plosialilate, dupa cum se poate vedea graficul prezentat in Figura 3.3.
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Figura 3.3. Grafic comparativ al speciilor gangliozidice din tesut sanotos Vs tesut tumoral

Descoperirile prezente, inclusiv descoperirile legate de incidenta crescuta a gangliozidelor
caracterizate de un grad scazut de sialilare si un lant zaharidic mai scurt, precum si detectarea
pentru prima data in hemangiomul cerebral a speciilor de asialo, adica GA1(d18:1/18:0), ofera un
profil de gangliozide complet diferit si mai complex decat cel cunoscut pana acum.

Modificari in compozitia sau metabolismul gangliozidelor cerebrale au fost gasite in
diferite afectiuni neurologice si neuropsihice si sunt considerate a fi implicate n procesele
moleculare complexe si n patogeneza moleculard complexa a neurodegenerarii. Dintre toate
metodele, in ultimii ani, spectrometria de masa de inaltd rezolutie (HR MS), realizatd cu
instrumente care incorporeaza analizatorul cu capcana orbitald, a aparut ca fiind una dintre cele
mai puternice si mai reproductibile tehnici in fluxurile de lucru legate de stiintele omice tintite si
netintite.

Analiza calitativa a compozitiei gangliozidelor cerebrale utilizdnd cromatografia pe strat
subtire de 1nalta performanta (HPTLC) a aratat prezenta tuturor fractiunilor majore de gangliozide

in proba de tesut hipocampal uman TLE in comparatie cu proba de tesut hipocampal de control
(C) (Figura 3.4.1).
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Figura 3.4.1. Compozitia gangliozidelor cerebrale izolate din hipocampul afectat de
epilepsie temporala (TLE) si de hipocampul de control (C) analizata cu ajutorul unui strat subtire

de Tnalta performantd cromatografie si comparata cu gangliozidele standard.



In acest studiu comparativ, rezolutia inaltd si masurarea precisi a masei au permis
discriminarea si atribuirea in proba de hipocampal TLE a nu mai putin de 105 ioni corespunzand
la 99 de specii de gangliozide care difera in compozitia nucleului lor glicanic si a fractiunii lipidice
si a 91 de ioni atribuiti la 75 de gangliozide distincte in esantionul de control.

Spre deosebire de esantionul de control, hipocampul TLE a fost gasit mai imbogatit in
gangliozide polisialilate, in special in tetrasialogangliozide si fucogangliozide. Tn total, din cele 99
de componente individuale identificate in TLE, s-a constatat ca 87% contin cel putin doua
reziduuri NeuSAc in structura lantului oligozaharidic, cu o expresie In urmaitoarea ordine
crescatoare a numarului de structuri detectate: GT2 < GQ2<GD2<GD2 =GD3<GT3<GT1l<
GD1 < GQ1.

Deoarece screening-ul HR MS a indicat ca structurile din clasa GQ1 sunt puternic
exprimate puternic in esantionul TLE, acest extract de gangliozida domina numeric si poate fi o
trasatura moleculara caracteristica a TLE, in etapa finald a cercetarii am efectuat o analiza
structurald detaliatd prin HCD MS/MS, utilizaind [M-4H*]* detectat la m/z 603,7844 ca ion
precursor.

Rezolutia si precizia ridicatd in determinarea maselor ionilor de fragment si conditiile
optime de secventiere prin HCD MS/MS au furnizat date fiabile privind structura intima a
structurii tetrasialilate GQ1(d18:1/18:0), o specie de gangliozida exprimata in mod specific in
hipocampul TLE. Modalitatea de fragmentare a acestei specii a dovedit ca este in concordanta cu
izomerul GQ1b, o configuratie care prezintd una dintre elementele disialo legate de galactoza
interioara si unul de galactoza exterioara. De interes pentru comparatie cu studiul nostru sunt datele

care indicd o legatura a gangliozidelor GD3 si GQ1b cu epilepsia temporala.

Capitolul 1V este destinat Concluziilor finale

In prima etapii a cercetirii am efectuat experimentele de spectrometrie de masa cu
ionizare prin nanoESI QTOF MS, utilizadnd tehnica ionilor negativi pentru analizele diferitelor
clase de gangliozide standard pentru a determina valorile optime ale parametrilor, necesare in
analizarea acestor categorii de molecule.

A doua etapa de cercetare S-a concentrat pe analiza prin spectrometrie de masa de 1nalta

rezolutie cu ajutorul nanoESI Orbitrap MS, pentru evaluarea gangliozidelor extrase din tesut



cerebral sanatos si caracterizarea lor structurala prin utilizarea tehnicilor de fragmentare tandem
MS. Astfel, un prim studiu efectuat pentru a determina compozitia si structura gangliozidelor la
cerebelul fetal si adult a avut ca scop realizarea unei platforme de MS sigura si reproductibila, care
sa permitd observarea variatiilor din gangliozidomul cerebelului uman in timpul dezvoltarii si
imbatranirii creierului.

Prin compararea cerebelului fetal fata de cel adult s-au constatat diferente semnificative in
ceea ce priveste speciile de ganglizoide exprimate, care pot fi atribuite procesului de
neurodezvoltare si, prin urmare, ar putea fi utilizate ca markeri ai imbatranirii cerebelului.

Mai multe specii de gangliozide au fost modificate de radicalii CHsCOO. Descoperirea
lor aici indica faptul ca structurile gangliozidice specifice activitatii colinergice sunt prezente si in
tesutul cerebelos.

Cortexul motor uman a fost examinat pentru prima data printr-0 abordare de tipul HRMS,
astfel vand in vedere caracteristica gangliozidelor de a forma cu usurintd anioni in solutie,
injectarea probei prin nanoESI a fost optimizatd in tehnica ionilor negativi si a fost urmata de
analiza prin spectrometrie de masa pe un Orbitrap MS setat pentru detectarea analitului in modul
HR.

Tot pentru prima datd in studiul de fata s-a descoperit ca regiunea cortexului motor din
creierul uman este dominata de specii polisialilate.

Tn cea de-a treia parte a cercetirii, a fost determinati compozitia si structura amestecului
brut de gangliozide extras si purificat dintr-o tumoare benignd a creierului uman, si anume
hemangiomul, utilizand spectrometria de masa Orbitrap cu rezolutie ultra-inalta in tehnica ionilor
negativi.

Platforma HR MS a permis discriminarea a nu mai putin de 52 de specii diferite de
gangliozide, care au fost gasite asociate cu hemangiomul cavernos cerebral uman, un numar
aproape dublu fatd de cel raportat vreodatd in legatura cu aceastd tumoara. Aparitia speciilor O-
Ac-GM4(d18:1/16:0), precum si incidenta ridicata a componentelor de tip GD2 in hemangiomul
cavernos sunt in concordanta cu studiile anteriore, care asociaza astfel de structuri cu gradul redus
de malignitate al tumorii hemangiomului cerebral.

Tn ultimul studiu prezentat aici gangliozidomul hipocampusului afectat de epilepsia lobului
temporal, a fost investigat pentru prima datd prin spectrometrie de masa de inaltd rezolutie 1n

tandem intr-o analizd comparativa cu un hipocampus normal.



Rezolutia si precizia ridicatd in determinarea maselor ionilor de fragment si conditiile
optime de secventiere prin HCD MS/MS au furnizat date fiabile privind structura intima a
structurii tetrasialilate GQ1(d18:1/18:0), o specie de gangliozidd exprimatda in mod specific in
hipocampul TLE.






