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1. Uvod

1.1. Transferin

Humani serumski transferin (siderofilin, sTf) glavni je transportni protein
Zeljeza u organizmu. Pripada u B1 globuline te je dio obitelji transferina, homolognih
glikoproteina koji vezu Zeljezo te time reguliraju razinu slobodnog Zeljeza u
organizmu. U obitelj transferina joS spadaju i laktoferin (Lf), ovotransferin (0Tf) i
membranski vezani melanotransferin (mTf). 12

Primarno mjesto sinteze transferina su hepatociti, no moguca je sinteza i u
drugim tkivima poput mozga (oligodendriti), testisa (Sertolijeve stanice) i nekih
tumora. Glavna uloga transferina je transport Zeljeza od mjesta apsorpcije u

duodenumu do svih ostalih tkiva.>®

1.1.1. Struktura transferina

Transferin je monomerni glikoprotein molekulske mase oko 79 600 Da. Sastoji
se od jednog polipeptidnog lanca od 679 aminokiselina i dva N-vezana
oligosaharidna lanca, koji se nalaze na asparaginskim ostacima (Asn432 i Asn630) C
domene.*®

Polipeptidni lanac podijeljen je u dvije homolgne domene, N-domenu (1 - 331
AK) i C-domenu (339 - 679 AK), koje su odvojene kratkom peptidnom poveznicom.
Svaka od tih domena podijeljena je u dvije subdomene, N1(1 - 92 i 247 - 331 AK) i
N2 (93 - 246 AK) te C1 (339 - 425 AK) i C2 (426-527 AK), koje se sastoje od niza a-
heliksa, koji &ine okosnicu B-plo¢e. >® Subdomene su povezane tako da &ine zglob,
Sto im omogucuje mobilnost kod vezanja Zeljeza. Bilobalna tercijarna struktura
transferina uévré¢ena je disulfidnim vezama te zastiéena ugljikohidratnim lancima.’

Transferin se odlikuje veéim brojem izoformi, koje su posljedica varijacija u
glikozilaciji, N-vezanih olihosaharidnih lanaca. N-vezani glikanski lanci razlikuju se u
stupnju grananja te mogu tvoriti mono-, bi-, tri- i tetra-antenarne strukture, koje
zavrSavaju negativno nabijenom sijalinskom kiselinom. Ovisno o broju sijalinskih
zavrSetaka na ugljikohidratnom lancu, razlikujemo devet izoformi transferina, od

asijalotransferina do oktasijalotransferina, od kojih svaka pokazuje razli€itu



izoelektricnu tocku, pl. U zdravih ljudi dominantna forma je tetrasijalotransferin (64 -

80%) s izoelektriénom to¢kom pl = 5.4.

1.1.2. Karakteristike veznog mjesta i vezanje zeljeza

Transferin sadrZi po jedno vezno mjesto za Zeljezo na svakoj domeni (N- i C-
vezno mjesto). Subdomene se medusobno postavljene tako da ograduju pukotinu
gdje se nalaze mjesta za vezanje zeljeza. Sa straznje strane svake pukotine nalaze
se dvije antiparalelne B ploCe, koje sadrze zglobno mjesto gdje se povezuju dvije
subdomene, $to omogucuje priblizavanje i odmicanje subdomena tj. zatvaranje i
otvaranje pukotine. Pukotina u koju se veze Zeljezo je hidrofilna, sadrzi puno polarnih
ostataka aminokiselina i 10-20 molekula vode, Sto ju Cini prikladnom za vezanje
ionskog Zeljeza.’

Zeljezo sadrzi Sest koordinatnih mjesta, za &etiri mjesta ligandi su visoko
konzervirane aminokiseline s transferinskog polipeptidnog lanca, a na peto i Sesto
koordinatno mjesto veze se sinergistiCki anion — karbonat (CO5%). Aminokiseline koje
djeluju kao ligandi su aspartat s N1/C1 subdomene, tirozin sa zglobnog kraja N2/C2
subdomene, drugi tirozin s N2/C2 te histidin sa zglobnog kraja N1/C1. Karbonat kao
bidentatni ligand koordinira Zeljezo sa svojim atomima kisika, a on sam je fiksiran na
transferin preko dva argininska ostatka.

lako su domene slicne, one nisu ipak kemijski ekvivalentne. U N-domeni
prisutan je tzv. ,dilizinski okidac“ koji se sastoji od Lys296 u N1 subdomeni i Lys206 u
N2 subdomeni te se nalazi nasuprot udubine u koju se veze Zeljezo. Postrani¢ni lanci
lizina su usmjereni jedan prema drugom te su povezani vodikovom vezom kada je
transferin u zatvorenoj konformaciji, tj. kad je vezano zeljezo. U C-domeni dilizinski

okida¢ zamjenjuje trijada ostataka — Lys534 u C2, Arg632 i Asp634 u C1.%"#

1.1.3. Receptor transferina (TFR) i vezanje transferina

Specificni transferinski receptor, TFR, je tip Il transmembranski glikoprotein,
homodimer, koji veZe po dvie molekule transferina. Sastoji se od kratkog

intracelularnog N-terminusa (1 - 67 AK), transmembranske regije (68 - 88 AK),



okosnice, (89 - 120 AK) koja dvjema disulfidnim vezama povezuje monomere te na
koju se nastavlja velika ektodomena (121 - 760 AK), koja veze transferin.
Pri neutralnom pH, TFR preferencijalno veze holo-transferin (Fe,-Tf), dok se
monomerne specije (Fec-Tf | Fen-Tf) veZzu podjednakim srednjim afinitetom. S druge
strane, pri kiselom pH, preferirano se veZe apo-transferin. 32

Transferin se za receptor veze preko N-domene (N1 i N2 subdomena
sudjeluju u interakciji) te preko C1 subdomene. Vezanjem na receptor dolazi do
konformacijske promjene na samom mjestu vezanja i na mjestu spajanja dimera.
Receptorom posredovanom endocitozom kompleks ulazi u stanicu, ¢emu prethodi
stvaranje klatrinskih vezikula. U endosomu, gdje je vrijednost pH oko 5,6 uslijed
djelovanja ATP-pumpi, dolazi do dodatnih konformacijskih promjena u strukturi
kompleksa te posljedi¢no otpusStanja Zeljeza s transferin-TFR kompleksa. S obzirom
da pri niskom pH endosoma TFR preferira vezanje holo-transferina, transferin ostaje
vezan na receptor nakon otpustanja zeljeza, sve do izlaska iz stanice, Ssto omogucuje
cirkuliranje transferina. Transferin se oslobada u plazmi, gdje ponovno moze vezati

Zeljezo i krenuti u novi ciklus.®*®

1.1.4. OtpuStanje Zeljeza

Na otpustanje Zeljeza utjeCe velik broj faktora kao Sto su prisutnost receptora
transferina ili kelatora te soli, endosomalni pH te kooperativhost izmedu domena.
KinetiCke studije su pokazale kako se Zeljezo iz Fe,-Tf u 96% slucajeva brze otpusta
s N-domene, a zatim sporije s C-domene, u prisutnosti kelatora EDTA i bez
prisutnosti TFR. Takoder, bez prisutnosti TFR do izraZaja dolazi kooperativhost medu
domenama. Tocnije, otpustanje s N-domene je osjetlivo na C-domenu, dok C-
domena ne ovisi 0 N-domeni. U slu€aju kada je Fe,-Tf vezan na TFR, situacija je
obrnuta, u 65% sluéajeva se Zeljezo najprije otpusta s C-domene. ®

Otpustanje zeljeza s Fe,-Tf-TFR kompleksa posljedica je dva razliita
mehanizma. Prvi je protonacija i vezanje His349 iz C-domene na TFR, a drugi je

konformacijska promjena N2 subdomene i aktivacija dilizinskog okida¢a.®"®

Otpustanje Zeljeza s C-domene u odsutnosti TFR je izuzetno sporo i
neosjetljivo na N-domenu. takvo ponasSanje pripisuje se "trijadi ostataka" (Lys534 -



Arg632 - Asp634), koja ograni€ava brzinu otpustanja. Kada je holo-transferin vezan
na svoj receptor, brzina otpustanja je 7 do 11 puta brza, Sto u tom slu¢aju omogucuje
His349. Naime, hidrofobna regija receptora (Trp641l i Phe760) koja stupa u
interakciju s His349, stimulira otpuStanje Fe i stabilizira novonastali apo-Tf-TFR
kompleks. Kod vezanja transferina na receptor, dolazi do pomaka a-heliksa C-
domene, His349 se tada smjesta izmedu dva monomera TFR i C1 subdomene Tf te
stvara slabe hidrofobne veze s TFR (Phe760 i Asp757). Pri niskom pH endosoma
(pH 5.6) dolazi do protoniranja histidina te do jaCanja n interakcije s Phe760 i veze s
Asp757, Sto dovodi do konformacijske promjene kompleksa i same C-domene Tf te
posliediéno do brzeg otpustanja Zeljeza.®

Bez pristunosti TFR, otpusStanje Zeljeza s N-domene ovisi 0 protonaciji
dilizinskog okidaCa (Lys206 i Lys296). Lizinski ostaci nalaze se nasuprot udubine u
kojoj je vezano Zeljezo te tvore vodikove veze u neutralnom pH, no ¢im se nadu u
niskom pH endosoma, dolazi do brzog pucanja tih veza i otpuStanja Zeljeza.
Otpustanje Zeljeza s N-domene takoder je ubrzano i zbog vezanja aniona na Arg143,
tzv. KISAB (kineticki znaCajno vezanje aniona) mjesto N2 subdomene. Kada je holo-
transferin vezan na TFR, N1 i N2 subdomena se povezu s TFR, Cime se ograniCi
pristup aniona KISAB mjestu, ometa se otvaranje udubljenja sa Zeljezom i time se za
6 do 15 puta smanji brzina otpustanja Zeljeza. Do otpustanja Zeljeza konacno dolazi
nakon pH inducirane konformacijske promjene TFR i posljedicno odmicanja N2

subdomene.®

1.2. Zeljezo

Zeljezo je &etvrti najzastupljeniji element u zemljinoj kori te, kao prijelazni
metal, ima neizmjerno korisna koordinativna i redoks svojstva. Stoga ne Cudi Sto je
esencijalan element za skoro sva Ziva bi¢a, kojima sluzi kao kofaktor za brojne
proteine Sirokog raspona funkcija. Ujedno, zbog svojih redoks svojstava predstavlja i
ogroman problem za bioloSke sustave. Prijenosom jednog elektrona izmedu Fe' i
Fe'", dolazi do stvaranja toksi¢nih i destruktivnih kisikovih radikala. Takoder, u
aerobnim organizmima termodinamicki preferirana forma je Fe®', $to dovodi do

problema solubilizacije jer se pri pH 7 Fe*" nalazi u obliku tedko topljivih hidroksida.



Iz tih razloga Zivi organizmi su razvili sofisticirane molekulske sustave, kao Sto je
transferin, za solubilizaciju, prihvacanje, transport i otpuStanje zeljeza. Transferin
veze Zeljezo &vrsto, ali reverzibilno (K =10? M) te omogucuije Zeljezu da bude topljivo
u fizioloSkim uvjetima i odrzava ga u redoks-inertnom stanju, ¢ime onemogucuje
stvaranje toksi¢nih slobodnih radikala.’

Tijelo odraslog Covjeka sadrzi otprilike 3 - 5 g Zeljeza, od Cega je viSe od 2
grama inkorporirano u hemoglobin. Oko 600 mg se nalazi u makrofagima
retikuloendotelnog sustava, 1000 mg pohranjeno u jetri tj. feritinu, 300 mg u
mioglobinu te je 8 mg konstitutivho prisutno u svim ostalim proteinima i enzimima koji
sadrZe Zeljezo. Zeljezo vezano na trasnferin &ini svega 0.1% ukupnog Zeljeza (oko 3

mg), no kineti¢ki gledano, transferin je najaktivnije spremiste Zeljeza.’

1.2.1 Cirkuliranje zeljeza u organizmu

Zeljezo se iz probavnog sustava apsorbira u duodenumu i gornjem djelu
jejunuma. Dnevno se apsorbira oko 1 - 2 mg, ¢ime se nadomjesta zeljezo izgubljeno
znojem, ljuStenjem epitela ili krvarenjem. Homeostaza Zeljeza regulirana je
prvenstveno kontrolom apsorpcije, s obzirom da ne postoji fizioloSki put izluivanja
viska Zeljeza. Kako bi dospjelo u sistemsku cirkulaciju, Zeljezo iz hrane prvo mora
proci kroz apikalnu i bazolateralnu membranu enterocita. To omogucuje ZeluCana
kiselina, koja promovira keliranje zeljeza aminima, aminokiselinama i Secerima do
topljivih kompleksa.’

Zeljezo iz hrane moze biti hemsko i ne-hemsko. Ne-hemsko, ionizirano Zeljezo
ne prolazi slobodno kroz lipidnu membranu zbog svoje veliCine i naboja. S luminalne
strane apikalne membrane nalaze se dva proteina koja posreduju apsorpciju ne-
hemskog Zeljeza. Feri-reduktaza, Dcytb, najprije reducira Fe** u Fe?*, koji se zatim
internalizira u stanice mukoze pomocu transportera divalentnih metala (DMT1). Na
bazolateralnoj membrani nalazi se transporter feroportin, koji prenosi Fe** u krvotok,
dok se simultano dogada reoksidaciia u Fe®*, pomoéu hepaestina, oksidaze
homologne ceruloplazminu. Tako oksidirano Zeljezo se zatim vezZe na transferin.

Hemsko Zeljezo Zivotinjskog porijekla puno je dostupnije za apsorpciju od
anorganskog Zzeljeza. Apsorpcija hemskog zeljeza se najvjerojatnije odvija preko
posebnog nosaca hema — HCP1, koji se nalazi na apikalnoj membrani mukoze. Hem



se zatim moze eksportirati preko bazolateralne membrane u krvotok pomoc¢u FLVCR
hemskog transportera ili se djelovanjem hem-oksidaze (HO), oslobada Fe?" iz hema,
koje zatim prelazi bazolateralnu membranu pomoéu feroportina.®

S obzirom da se dnevno apsorbira svega 1 - 2 mg, glavni izvor Zeljeza za
transferin su retikuloendotelni makrofagi. Makrofagi fagocitiraju eritrocite u jetri,
slezeni i koStanoj srzi, degradiraju hemoglobin i kataboliziraju hem, €ime se oslobada
Fe?. Fe®" se iz makrofaga eksportira pomoéu transmembranskog transportera
feroportina (FPN1), dok se simultano dogada oksidacija Zeljeza u Fe** pomodu

ceruloplazmina. Tako oslobodeno trivalentno Zeljezo se zatim veZe na transferin.®



2. Hipoteza (Op¢i i specifi¢ni ciljevi rada)

Mehanizmi vezanja zeljeza na transferin i otpusStanja s transferina posredovani su
redoks reakcijom.!* 1z tog razloga bitno je ustvrditi utjecaj glikozilacije transferina na
njegov redukcijski potencijal. lako ve¢ postoji teoretska podloga za odredivanje Fe," -
Tf redukcijskog potencijala, ona nije zadovoljavaju¢a zbog kompleksnosti procedure i
uredaja za mjerenje, $to uvelike oteZava provodenje eksperimenta.*?*® Cilj ovog rada
je pronaci prikladnu spektroelektrokemijsku metodu za odredivanje redukcijskog
potencijala Fe," - Tf uz pomo¢ komercijalno dostupnog materijala. Konkretno,
odabrana je spektroelektrokemijska protoCna celija, koja zahtijeva mali volumen
uzorka, jednostavno punjenje uzorka te omogucuje odrzavanje anaerobnih uvjeta za
vrijeme izvodenja eksperimenta. Najboljim kandidatom za elektrodu pokazala se
jednokratna tiskana elektroda od indij-kositar oksida (ITO) zbog svoje
transparentnosti, brze priprave te jednostavne i jeftine zamjene. Svrha primjene ove
metode je prvenstveno za prouCavanje redukcijskog potencijala glikoformi
transferina, no uz jednostavne preinake, moze se primijeniti i na druge redoks —

aktivhe biomolekule.



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Priprema otopina:

1. Otopina pufera pripremljena je otapanjem odgovarajuéih masa PIPES-a (0.1 M) i
KCl-a (0.5 M) u dvostruko destiliranoj vodi, a pH je podeSen na 7.4 pomocu pH-metra
i5MHCI.

2. 0.1 M otopina zeljezova (lll) perklorata dobivena je otapanjem odgovaraju¢e mase
Fe(ClO4)s; u 1 M HCIO,.

3. 0.002 M otopina nitrilotriacetata dobivena je otapanjem odgovaraju¢e mase NTA u
puferu.

4. U dobivenu otopinu NTA polako i uz konstantno mijeSanje, kako ne bi doSlo do
nezeljenog taloZenja Zeljezova hidroksida, dokapavan je 1mL prethodno pripremljene
otopine zeljezova (lll) perklorata te je dobivena 0.001 M otopina Fe(NTA),. Tako
pripremljena otopina Zeljezova dinitrilotriacetata koriStena je kasnije za dobivanje
holo-transferina.

5. 0.01 M otopina natrijeva hidrogenkarbonata pripremljena je otapanjem
odgovarajuc¢e mase NaHCOg3; u puferu.

6. 1.25 mM otopina metil viologen diklorida (MV?") pripremlijena je otapanjem

odgovarajuce mase metil viologena u puferu.

Priprema uzorka:

Nativni humani apo-transferin je najprije otopiljen u destiliranoj vodi, a zatim ispran
puferom u Amicon Ultra centrifugalnom filteru pri 10000 MWCO. Mati¢na otopina
holo-transferina  (Fe,"-Tf) pripremliena je dodatkom otopine Zeljezovog
dinitrilotriacetata u suviSku u otopinu koja je sadrzavala 0.5 mM apo-Tf i 5 mM
natrijeva hidrogenkarbonata. Smjesa je ostavljena preko nodi te je zatim isprana dva
puta s puferom u Amicon Ultra filteru. Konacna radna otopina sastojala se od 0.35
mM Fe,"-Tf i 0.7 mM MV?*,



3.2. Instrumenti

Za vaganje je koriStena Sartorius LA 310 S analiticka vaga s tocnoS¢u odvage
0,1mg, dok je za odredivanje pH otopina koristena Mettler toledo MP 220 pH-metar
uz standardne otopine pH 4 i pH 7.

Za spektroelektrokemijska mjerenja koriSteni su potenciostat CH Instruments CHI-
660D i BASiIi SEC-F spektroelektrokemijska proto¢na celija s Avantes 400 pm
opti¢kim vlaknom . Kao elektrokemijsko sucelje koristena je Dropsens DRP-ITO10
jednokratna tiskana elektroda sastojala se od radne ITO elektrode, pomocne
ugljikove elektrode i referentne srebrne elektrode. Spektri su snimani pomoc¢u Ocean
Optics S2000 spektrofotometra s deuterijevim/volframovim izvorom zracenja.
KoriStena je BASi 0.015" (0.381 mm) teflonska brtva za fiksiranje optickog puta te je

odgovarajuci volumen celije iznosio otprilike 20 pL (Slika 1).

izvor svjetla
(opticki kabel)

ulaz | izlaz

kolimacijska leca

teflonske
brtve

RE-3V refernetna elektroda

e

radna elektroda (ITO, Au-re3etka, Pt-reSetka)

Slika 1. Shematski prikaz modificirane BASi spektroelektrokemijske celije.



3.3. Metode

Spektroelektrokemija (SEC) je tehnika koja kombinira elektrokemijska i
spektroskopska mijerenja te na taj nacCin doprinosi nedvosmislenom identificiranju
elektroaktivnih specija ili produkata redoks reakcija. Konvencionalna analiticka
elektrokemija nudi zadovoljavajuCe metode za odredivanje koncentracija, no u
kombinaciji sa spektroskopijom moguce je dobiti i informacije o energiji u obliku
redoks potencijala. Spektroelektrokemijske tehnike primjenjuju se u razli€itim
podrucjima, od anorganske kemije do biokemije. Koriste se za prou€avanje redoks
procesa, elektrokatalitickin reakcija, viSevalentnin kompleksa, organometalnih
spojeva ili prijenosa elektrona u proteinima i biomolekulama.

Kontroliranom primjenom potencijala na Zeljeni uzorak (ciklicka voltametrija,
CV), moguce je istovremeno spektroskopski pratiti do kojih promjena dolazi u uzorku:
apsorpcije elektrona, promjena vibracije, emisije ili rasprSivanja svjetla, magnetske
rezonancije ili cirkularnog dikroizma.

U ovom radu se uz primjenu spektroelektrokemijske protocne celije pratila
promjena apsorpcije vidljivog svjetla. 1z tog razloga odabrana je ITO radna elektroda,
koja propusta vidljivu svjetlost, valne duljine 390-700 nm. S obzirom da je odnos
izmedu apsorbancije i primijenjenog potencijala teoretski objasSnjen, moguce je

provesti kvantitativnu analizu.

3.4. Mjerenja

Prije mjerenja radne otopine su deaerirane pomocu €istog argona tijekom 15 minuta
te zatim prenesene na SEC ¢eliju pomoc¢u plinonepropusne injekcije. Celija je prije
punjenja uzorkom proteina temeljito isprana deaeriranim puferom. Tiskana elektroda
je prije svakog mjerenja prekondicionirana cikliCkom voltametrijom u rasponu
potencijala od 0 do 900 mV prema Ag elektrodi, dok nije dobiven reproducibilan
voltamogram (bazna linija CV). Takoder je snimljena spektrofotometrijska bazna linija
u deaeriranom puferu prije izvodenja svakog eksperimenta. Kada su tijekom
snimanja bazne linije uocene opticke ili elektrokemijske necistoce na radnoj elektrodi

ili je uoCen povecani otpor celije, elektrode su jednostavno zamijenjene novima.

10



3.5. Racéun

Teorija spektroelektrokemijskog odredivanja redukcijskog potencijala (Fe,"

-Tf) vec je
utvrdena.'*!® Kada se primijeni potencijal na otopinu koja sadrZi holo-transferin

(Fe,"-Tf) i elektrokemijski medijator metilviologen (MV?*), dolazi do sljedeéih reakcija:

MV + e & MV, (1)
nMV™ + Fe,"-Tf & n MV?" + Fe,'-Tf, (2)
(3)

Il ¢ KD 2+
Fe, -Tf © n Fe“ + apo-Tf.

Najprije na elektrodi dolazi do redukcije bezbojnog MV?* u plavo obojeni radikal MV
(Amax = 600nm) (reakcija 1). Radikal metilviologena zatim reducira Fe,"-Tf (Amax = 465
nm) u Fe,-Tf (reakcija 2, n=1 ili 2, ovisno o speciji Fe-Tf). S obzirom da je afinitet

I stvoreni

transferina za Fe" nekoliko redova veligine manji od afiniteta prema Fe
Fe,'-Tf disocira u otopini na Fe" i apo-Tf (reakcija 3, Kp= 10" M?)¥. Ukupna

reakcija se moze prikazati:

Fe)"-Tf + n e © n Fe?®" + apo-Tf. (4)

U ovom radu praéeno je opadanje koncentracije Fe,"

-Tf od pocetne vrijednosti
[Fe,"-Tflo mjerenjem apsorbancije na 465 nm (molarne apsorbancije ostalih specija,
Fe?*, Fe,-Tf, apo-Tf na toj valnoj duljini su zanemarive)** uslijed promjene
potencijala prema negativnijim vrijednostima. Iz dobivenih apsorbancija izrauna se

omjer koncentracija oksidiranih i reduciranih specija, [O]/[R], prema formuli:

o] A (5)
R] A-A

gdje je Ae apsorbancija pri bilo kojem primijenjenom potencijalu, Ecei, Ao apsorbancija
pocetne otopine koja sadrzi iskljugivo oksidiranu formu Fe,"-Tf, [O]= [Fe,"-Tf], a

koncentracije reducirane specije se izraCuna iz poCetne koncentracije oksidirane
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forme i oksidirane forme pri bilo kojem primijenjenom potencijalu, [R] = [Fe,"-Tf]o —
[O].

S obzirom da apsorbancija reduciranog radikala medijatora, MV, na 465 nm nije
zanemariva, paralelno se morao izvesti identiCan eksperiment s otopinom koja je
sadrzavala samo medijator MV?*, kako bi se provela korekcija apsorbancije Fe,"-

12,13,15
Tf.

Za svaku dobivenu vrijedost Ases U 0visnosti 0 Ece, izraCunate su vrijednosti prema
13,16.

jednadzbi

K

D
nn

=0 (6)

(n+1) & _
x4 — x-[R]

gdje je n = 2 za Fe,"-Tf, x = [apo-Tf], [Fe?'] = nx i [Fe,"-Tf] = [R] - x.
Uy pretpostavku da je ¢éelija u svakom trenu u ravnotezi, standardni redukcijski
potencijal E* (Fe,'""-Tf), te broj izmijenjenih elektrona, z, izradunaju se iz Nernstove

jednadzbe:

RT_| gFe," -Tfy @

E Og 7 ” \
zFloge = gFe, -Tfy

— EO' (FeZIII/II _Tf) _

cell
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4. Rezultati

4.1. Spektroelektrokemija medijatora

Za procjenu svojstava tiskane ITO elektrode kao pogodnog elektrokemijskog

suéelja za redukciju MV?* tj. redukciju Fe,"

-Tf, provedena je ciklicka voltametrija u 5
mM otopini MV?* u deaeriranom puferu pri brzini v = 0.2 Vs™. Rezultati su ukazali na
kvazi-reverzibilan proces prijenosa jednog elektrona pri potencijalu od E;;, = -681mV
prema Ag elektrodi. 1z poznatog standardnog elektrodnog potencijala EO (MV2"/
MV™) = -449 mV prema NHE (standardna vodikova elektroda)®’, dobiven je

potencijal referentne Ag elektrode E = 232 mV prema NHE.

Takoder, u svrhu procjene spektroelektrokemijskih svojstava celije te za
dobivanje korigiranih vrijednosti apsorbancije radnih otopina, snimani su spekitri
samog MV?" tijekom spore promjene potencijala od 550 mV do -800 mV prema Ag
elektrodi pri brzini v = 2x10® Vs™. OpaZen je porast apsorbancije na 600 nm, §to
odgovara jednadzbi (1) te je zabiljeZzeno stvaranje MV™* promjenom potencijala prema
negativnijim vrijednostima. Kompletna oksidacija MV zabiliezena je na kraju
povratnog koraka, tj. promjenom potencijala prema pocetnoj vrijednosti MV je
oksidiran u MV#*. Tijekom 25000 sekundi (otprilike 7 sati) trajanja ciklusa snimljeno je
sveukupno 100 spektara. Veoma spora brzina promjene potencijala bila je dostatna
kako bi se celija uravnotezila, Sto je dokazano podjednakom apsorbancijom
opaZenom pri upola sporijem ciklusu (v = 1x10° Vs™?). Rezultati mjerenja samog
MV#* prikazani su na Slici 2.
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Slika 2. Elektrokemijska i spektroelektrokemijska procjena MV?*: punom crtom ( -)
prikazan je cikliéki voltamogram 5 mM otopine MV (0.1 M PIPES, pH 7.4, 0.5 M KCI, v
= 0.2 Vs™) u spektroelektrokemijskoj éeliji; kruzi¢ima (o) je prikazana apsorbancija na
600 nm 0.7 mM otopine MV?* tijekom promjene potencijala (0.1 M PIPES, pH 7.4, 0.5 M
KCI, v = 2x10° Vs™), svaka vrijednost snimana je nakon 250 s.

4.2. Spektroelektrokemija holo-transferina

Otopina koja je sadrzavala Fe,"-Tf i MV*" takoder je podvrgnuta sporoj
promjeni potencijala, to je rezultiralo porastom koncentracije MV™* te smanjenjem

koncentracije Fe, -Tf promjenom potencijala prema negativnijim vrijednostima.

OpaZena spektralna promjena pri redukcije Fe,"

-Tf u prisutnosti medijatora opisana
jednadzbama 1-3, te spektralna promjena nakon pozadinske korekcije prikazane su
na slikama 3 i 4. Vrijednost standardnog redukcijskog potencijala i broj izmijenjenih
elektrona dobiveni su iz grafa na slici 5 i odgovarajuée jednadzbe (7) te iznose E°
(Fe,""-Tf) = -790 + 4 mV prema Ag elektrodi., odnosno z = 1.9 + 0.1, Uzimajuéi u
obzir potencijal referentne elektrode, vrijednost standardnog redukcijskog potencijala

iznosi E° (Fe,"""-Tf) = -558 mV prema NHE.
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Slika 3. Nekorigirana spektralna promjena pri redukciji Fe,"-Tf u prisutnosti medijatora
MV?* : Fe,"-Tf = 0.35 mM, MV?* = 0.7 mM, 0.1 M PIPES, pH 7.4, 0.5 M KCI, v = 2x10 ®° V**.
Odgovarajuce vrijednosti E. nalaze se u legendi.
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Slika 4. Spektralna promjena nakon pozadinske korekcije za redukciju Fe,"-Tf u
prisutnosti medijatora MV*": Fe,"-Tf = 0.35 mM, MV?* = 0.7 mM, 0.1 M PIPES, pH 7.4, 0.5
M KCI, v = 2x10° vs™. Odgovarajuée vrijednosti E. nalaze se u legendi.
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Slika 5. Grafiéki prikaz Nernstove jednadzbe za redukciju Fe,"-Tf u prisutnosti
medijatora MV : Fe,"-Tf = 0.35 mM, MV?" = 0.7 mM, 0.1 M PIPES, pH 7.4, 0.5 M KCI.

Izradunata vrijednost nagiba pravca je 30 * 2, a vrijednost odsje¢ka na ordinati iznosi -
790 + 4 (R = 0.90165).

16



5. Rasprava

".Tf razmjerno dobro se

Dobiveni parametri elektrokemijske redukcije Fe;
podudaraju s poznatim rezultatima, Eq' (Fe,""'-Tf) = - 526 mV prema NHE i z = 2.1.*
Vrijednost E* (Fe,"-Tf) u ovom radu negativnija je za 32 mV od prethodno
objavljene vrijednosti, no predlozena metoda pruza puno viSe raspolozivinh podataka
za procjenu parametara (21 mjerenje tijekom 1.5 h u istoj otopini), dok su prijasniji
rezultati procijenjeni na osnovi svega 6 mijerenja u razliCitim otopinama tijekom
nekoliko dana. Nadalje, znaCajna odstupanja od ravnoteze u cCeliji rezultirala bi u
odstupanju od Nernstove jednadzbe, Sto nije opazeno. Jednaki rezultati dobiveni

dvostruko sporijim mjerenjem takoder ukazuju da je predloZzena metoda optimalna.
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6. Zakljugak

Nedostatak Zeljeza u organizmu jedan je od naj¢escih poremecaja u svijetu. S
druge strane, previsoke se koncentracije Zeljeza povezuju s podloznosScu infekcijama
te sve CeSce s kardiotoksicnoScu i razvojem neurodegenerativnin bolesti. Do
poremecaja u razini zeljeza u organizmu Cesto dolazi i kod pacijenata s karcinomom,
posebice kod primanja kemoterapije. Stoga je razumijevanje homeostaze Zeljeza od
izuzetne vaznosti. Transferin, kao glavni transporter Zeljeza u organizmu, igra vaznu
ulogu u odrzavanju homeostaze. Poznato je da kod pacijenata s karcinomom dolazi
do promjena u glikozilaciji transferina te je iz tog razloga potrebno utvrditi utjecaj
glikozilacije na njegovu funkciju. Ovdje opisana metoda omogucuje jednostavnije i
brze mjerenje redukcijskog potencijala razli€itih glikoformi transferina, a mogucéa je i
njena Sira primjena, npr. u glikoproteomici za karakterizaciju izoformi razli€itih redoks-

aktivnih proteina.
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9. Sazetak

Mehanizmi vezanja zeljeza na transferin i otpuStanja s transferina posredovani

su redoks reakcijom. lako vec postoji teoretska podloga za odredivanje redukcijskog

potencijala Fe,"

-Tf, ona nije zadovoljavaju¢a zbog kompleksnosti procedure i uredaja
za mjerenje, Sto uvelike otezava provodenje eksperimenta. Cilj ovog rada bio je
pronaci prikladnu spektroelektrokemijsku metodu za odredivanje redukcijskog

potencijala Fe, -Tf uz pomo¢ komercijalno dostupnog materijala. Dobiveni parametri

elektrokemijske redukcije Fe, -Tf razmjerno dobro se podudaraju s prethodno

objavljenim rezultatima, dok predlozena metoda pruza puno viSe raspolozivih
podataka za izracun parametara.

klju€ne rijeci:

transferin, redukcijski potencijal, spektroelektrokemija
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10. Summary

The mechanism of transferrin iron binding and release are mediated by redox

"_Tt reduction

reaction. Although the theoretical basis for determination of the Fe,
potential is established, the complexity of procedures and devices for measurement
greatly complicate the implementation of the experiment. The aim of this study was to
find a suitable spectroelectrochemical method for the determination of the Fe,"-Tf
reduction potential with commercially available materials. The parameters of

electrochemical reduction Fe, " -Tf are in good agreement with previously published

results, while the proposed method provides much more data available to calculate
the parameters.

key words:

transferrin, reduction potential, spectroelectrochemistry
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