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1. Uvod:

Prvi slucaj zaraze virusom SARS-CoV-2 detektiran je u Wuhanu, Kina, u prosincu 2019.
Radi se 0 novom soju respiratornih koronavirusa koji prije nije bio otkriven kod ljudi, a koji se
brzo prosirio diljem svijeta uzrokujuéi bolest COVID-19, te je proglaseno stanje pandemije te
bolesti koje jos uvijek traje. Prema centru za znanost i inzenjerstvo na SveuciliStu John Hopkins
(2022), od pocetka pandemije do kolovoza 2022. godine, potvrdeno je skoro 600 milijuna
sluc¢ajeva zaraze i preko 6 milijuna smrtnih slucajeva globalno te vise od milijun slucajeva zaraze
i preko 15 000 smrtnih slucajeva u Republici Hrvatskoj.

Koronavirus se relativno brzo i lako prenosi s Covjeka na Covjeka kapljicnim putem
prilikom kihanja ili kasljanja ili dodirom povrSina na kojima se nalaze kapljice zarazene virusom.
Kako bi se sprijecilo daljnje Sirenje virusa potrebno ga je detektirati u ranim stadijima zaraze. Za
detekciju se najc¢esce koristi RT-PCR (eng. Real Time Polymerase Chain Reaction), lan¢ana
reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja. Iako ova metoda predstavlja ,,zlatni standard*
u detekciji virusa, moguca je pojava lazno negativnih testova, a sama metoda je dugotrajna i
neekonomi¢na. Samim time, pojavila se potreba za otkrivanjem brzih i u¢inkovitijih metoda za
detekciju virusa, medu koje se ubrajaju i spektroskopske metode poput spektroskopije nuklearne
magnetske rezonancije, masene spektrometrije i infracrvene spektroskopije, sto ¢e biti opisano u

ovom radu.



2. Teorijski dio

2.1. SARS-CoV-2

Prema hrvatskoj enciklopediji, virusi su cestice koje uzrokuju zarazne bolesti. Nemaju
stani¢nu gradu te predstavljaju komplekse makromolekula nukleinskih kiselina (DNA ili RNA) i
proteina. Koronavirusi uzrokuju teski respiratorni sindrom (eng. SARS, Severe Acute Respiratory
Syndrome), a virus SARS-CoV-2 iz obitelji koronavirusa, podobitelji Betacoronavirusa,
uzrokovao je bolest COVID-19 (Wang i sur., 2020).

Do 60-ih godina proslog stolje¢a vjerovalo se da su koronavirusi isklju¢ivo animalni virusi
no 1965. zabiljezen je prvi slu¢aj zaraze kod ljudi. Danas je poznato 7 vrsta koronavirusa koji
uzrokuju bolesti u ¢ovjeka, a od njih su najznacajniji SARS-CoV (eng, Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus) i MERS-CoV (eng. Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus)
(Hasoksuz, Kilig, Sarac, 2020).

Sekvencioniranjem genoma novog koronavirusa i usporedbom s genomima drugih virusa
iz Betacoronavirus roda utvrdeno je da pripada SARS-CoV skupini zbog podudarnosti genoma od
79.5%, a najblizi je soju SARS-CoV virusa BatCov RaTG13 sa slicnos¢u od 96% §to upucuje na
to da je moguce podrijetlo SARS-CoV-2 iz §iSmiSa te da je nastao mutacijom virusa koji inace

inficira §iSmise (Wang i sur., 2020).

2.1.2. Struktura SARS-CoV-2

Genom koronavirusa je jednolancana, pozitivno orijentirana RNA. Pozitivno orijentirana
RNA moze se izravno translatirati u proteine. U usporedbi s drugim virusima, koronavirusi imaju
najdulji genom. Duljina genoma SARS-CoV-2 je otprilike 29.9 kb i sadrzi gene za Cetiri strukturna
proteina: glikoprotein (S) koji nalikuje na Siljak (engl. Spike), protein membrane (M), protein
ovojnice (E) i protein nukleokapside (N) (slika 1), te Sesnaest nestrukturnih proteina koji su
nazvani nspl-16. Nestrukturni proteini sudjeluju u replikaciji, procesiranju, transkripciji i
translaciji RNA (Wang i sur., 2020).
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Slika 1. Prikaz strukture virusa SARS-CoV-2 (preuzeto i prilagodeno iz Biophysical Society,
2020).

Primarna funkcija proteina nukleokapside (N) je vezanje za genom virusa, a samim tim
igra ulogu u replikaciji virusa. Protein membrane (M) kljucan je za stvaranje novih virusnih
Cestica, a protein ovojnice (E) sudjeluje u procesu otpustanja nastalih Cestica (Hasokstiz, Kilig,
Sarag, 2020).

S-protein posreduje pri ulasku koronavirusa u stanicu domacina, a sastoji se od dvije
podjedinice, S1 i S2. S1 podjedinica sadrzi N-terminalnu domenu (eng. N-terminal domain, NTD)
i domenu za vezanje receptora (eng. Receptor Binding Domain, RBD). S2 podjedinica sadrzava
peptid za fuzioniranje (eng. Fusion Peptide, FP), regiju sedmerostrukog ponavljanja 1 (eng.
Heptad Repeat 1, HR1), sredisnju uzvojnicu (eng. Central Helix, CH), domenu za povezivanje
(eng. Connector Domain, CD), regiju sedmerostrukog ponavljanja 2 (eng. Heptad Repeat 2, HR2),
transmembransku domenu (eng. Transmembrane Domain, TM) i citoplazmatski rep (eng.
Cytoplasmic Tail, CT). Funkcija ove podjedinice je fuzija membrane virusa i stanice domacina
(Wang i sur., 2020).

RBD prepoznaje angiotenzin-pretvorbeni enzim 2 (eng. Angiotensin-Converting Enzyme
2, ACE2) na stanicama domac¢ina. RBD moze zauzimati dvije konformacije (slika 2). Dok
otvorena konformacija omogucava fuzioniranje virusne cCestice sa stanicom domacina, u

zatvorenoj konformaciji ne dolazi do fuzioniranja stanica (Wang i sur., 2020).



Zatvorena konformacija SARS-CoV-2 S-proteina Otvorena konformacija SARS-CoV-2 S-proteina

Slika 2. Siljasti glikoprotein S u zatvorenoj konformaciji (lijevo) i otvorenoj konformaciji (desno)

(preuzeto i prilagodeno iz Wang i sur., 2020).

2.2. Polimerazna lan¢ana reakcija

Polimerazna lan¢ana reakcija (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) metoda je koja
omogucava osjetljivo, specificno i reproducibilno umnozavanje molekula nukleinskih kiselina
(Aryaisur., 2005). Standardno, PCR metoda provodi se u ciklusima (obi¢no od 25 do 35 ciklusa).
Za izvodenje ove metode potrebno je iz uzorka pacijenta (nazofaringealni, orofaringealni, slina)
izolirati DNA ili RNA. Na samom pocetku polimerazne lancane reakcije provodi se pocetna
denaturacija nukleinskih kiselina na 95°C, zatim se temperatura snizava na 50 do 65°C te slijedi
komplementarno sparivanje pocetnica s nukleinskom kiselinom. U sljede¢em koraku temperatura
se ponovno podize, ali na 70 do 72°C pri ¢emu dolazi do sinteze DNA ili RNA i na kraju se provodi
zavr$na sinteza DNA ili RNA na istoj temperaturi kroz period od 10 minuta te se ovaj postupak
ponavlja 25 do 35 puta. Pocetnice su oligonukleotidi duljine od 12 do 30 nukleotida koji se
komplementarno sparuju lijevo i desno od dijela DNA ili RNA kojeg Zelimo umnoziti. Za sintezu
nukleinske kiseline koristi se termostabilna Taq polimeraza koja podnosi i visoke temperature koje
se generiraju tijekom provodenja PCR reakcije (Svetec, 2021).

Real-time kvantitativni PCR (RT-gPCR) metoda je koja se koristi za detekciju i mjerenje
povecanja koli¢ine DNA ili RNA u svakom ciklusu u stvarnom vremenu. Metoda se bazira na

pracenju povecanja fluorescencije tijekom ciklusa PCR-a. Fluorescencija potjece iz pocetnica koje



su oznacene radioaktivnim fosforom. Ukoliko je prisutna ciljana sekvenca koju Zelimo umnoziti,
pocetnice se vezu lijevo i1 desno od nje te ¢e se sa svakim ciklusom PCR-a povecati broj kopija
zeljene sekvence, a samim time i fluorescentnih pocetnica. Povecanje fluorescencije se obi¢no
detektira tankoslojnom kromatografijom (Arya i sur., 2005).

Pojavom virusa SARS-CoV-2 pojavila se povetana potreba za brzim i pouzdanim
metodama detekcije, a PCR metoda se pokazala kao ,zlatni standard“ u detekciji jer je
karakteriziraju visoka osjetljivost i specificnost. No, problem s PCR metodom je moguénost
pojave lazno negativnih testova. Na to¢nost ove metode utje¢u mutacije genoma virusa kojima se
smanjuje vjerojatnost vezanja pocetnica za odredene regije u genomu koje zelimo umnoziti. lako
su pocetnice dizajnirane tako da se vezu za konzervativne regije genoma u kojima se najrjede
pojavljuju mutacije, varijabilnost u RNA genomu virusa je velika tako da se ne moze iskljuciti
prisutnost virusa ¢ak ni s negativnim PCR testom. Osim zbog mutacija, lazno negativni testovi
mogu se pojaviti i ukoliko se uzorak ne testira neposredno nakon prikupljanja jer se stajanjem
aktiviraju inhibitori umnozavanja koji su prisutni u samom uzorku (Tahamtan i Ardebili, 2020).

RT-PCR metoda nije pogodna za masovno testiranje, pogotovo u slabije razvijenim
drzavama zbog skupocjenih reagenasa koje je potrebno dodati u uzorak prije analize (pocetnice,
Tag polimeraza, nukleotidi), ali i zbog samog vremena trajanja analize uzorka koje moze biti od
24 do 48 sati ukljucujuci pripremu uzorka (Dollman, Griffin i Downard 2020). Zbog svih ovih
omoguciti smanjeno globalno $irenje virusa i njegovu kontrolu, a kao obecavajuce pokazale su se

spektroskopske metode.

2.3. Spektroskopske metode u detekciji SARS-CoV-2

2.3.1. Opcenito

Spektroskopske metode ubrajaju se u analiticke postupke za dobivanje informacija o
kemijskom sastavu i strukturi tvari na temelju separacije, detekcije i mjerenja energetskih
promjena koje se dogadaju u jezgrama, odnosno elektronskim omota¢ima atoma ili u molekulama
kao rezultat njihove interakcije s elektromagnetskim zracenjem ili s ¢esticama (Horvat, 2015). lako
bi pravilnije bilo koristiti naziv ,spektrometrija®“ (grana fizike koja proucava fizicki sustav
promatranjem efekata vezanih uz emisiju i apsorpciju elektromagnetskog zracenja), zbog

uvrijezenosti naziva spektroskopija kroz rad ¢e se koristiti taj naziv.



2.3.2. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije

Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) metoda je za odredivanje
strukture organskih i anorganskih spojeva. lzvediva je s vrlo malom koli¢inom uzorka koji se pri
tom ne oStecuje. NMR se bazira na magnetskim svojstvima jezgara S neparnim atomskim brojem
jer takve jezgre imaju nuklearni spin (spin se moze vizualizirati kao rotiraju¢a lopta pozitivnog
naboja). Kada se takve jezgre izloze djelovanju vanjskog magnetskog polja, one se orijentiraju u
njegovom smjeru, zauzimajuci stanje a-spina. Ukoliko se jezgra orijentira suprotno od smjera
vanjskog magnetskog polja bit ¢e u manje stabilnom stanju B-spina. Kada se jezgra u stanju o-
spina izlozi djelovanju radiofrekventnog zracenja Cija frekvencija odgovara energetskoj razlici
izmedu a- i - spina, dolazi do izvrtanja jezgre iz a- u - spin, zatim relaksacije i ponovnog
usmjeravanja jezgre u smjeru djelovanja vanjskog magnetskog polja pri ¢emu se emitira
elektromagnetski signal kojeg biljezi detektor. Protoni su u razli¢itom kemijskom okruzenju
razli¢ito zaklonjeni, jer elektroni koji se gibaju oko njih stvaraju mala lokalna (inducirana)
magnetska polja koja se orijentiraju suprotno u odnosu na vanjsko magnetsko polje, pa se i njihove
rezonancije razlikuju (Barisi¢, 2021).

Lodge i sur. (2021) svojim su istrazivanjem pokazali da se primjenom nuklearne magnetske
rezonancije na uzorke krvne plazme mogu detektirati molekularne oznake SARS-CoV-2 infekcije.
U istrazivanju je usporedena krvna plazma kontrolne skupine zdravih ispitanika s (i) krvnom
plazmom ispitanika koji su bili pozitivni na COVID-19, (ii) s krvnom plazmom ispitanika koji su
bili negativni na COVID-19, ali su pokazivali simptome respiratorne bolesti te (iii) s krvnom
plazmom ispitanika koji su preboljeli COVID-19 i u plazmi su bila prisutna antitijela na COVID-
19.

Nakon infekcije SARS-CoV-2 virusom te obolijevanjem od COVIDA-19, dolazi do
promjene u nizu metaboli¢kih biomarkera (lipoproteini, glikoproteini, aminokiseline, lipidi 1 drugi
metaboliti) u krvnoj plazmi, a te promjene se mogu detektirati NMR-om. Razlike u spektrima
ispitanika koji su bili COVID-19 pozitivni, negativni ili su u seroloskom nalazu pokazali
preboljenje bolesti uglavnom su bile vidljive u podruéju signala N-acetilnih skupina razli¢itih
glikoproteina te supramolekulskih fosfolipida (slika 3). N-acetilni signali potje¢u od a-1-kiselog
glikoproteina i drugih glikoproteina (eng. glycoproteins; GlycA i GlycB) ¢ija je koncentracija
povecana u krvnoj plazmi COVID-19 pozitivnih ispitanika. Supramolekulski fosfolipidni signali

(SPC-A i SPC-B) potje¢u od -*N-(CHa)s kolinske skupine iz lizofosfatidilkolina koja je sastavni
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Slika 3. (A) *H NMR spektar plazme SARS-CoV-2 pozitivnog pacijenta, (B) CPMG (engl. Carr-
Purcell-Meiboom-Gill) spektar istog uzorka, (C) DIRE (engl. Diffusional and Relaxation Editing)



spektar istog uzorka, (D) DIRE spektar krvne plazme zdravog ispitanika (preuzeto i prilagodeno
iz Lodge i sur., 2021).

dio glikoproteina u krvnoj plazmi i fosfolipida u lipoproteinskim subfrakcijama visoke gustoce
(SPC-A) zajedno sa fosfolipidnom komponentom lipoproteina niske gusto¢e (SPC-B). Ukupni
zbroj integrala povrSina SPC-A i SPC-B signala bio je snizen kod SARS-CoV-2 pozitivnih
ispitanika.

Takoder, vazni su i omjeri SPCukupno/GlycA signala koji bi mogli biti molekularni markeri
za detektiranje SARS-CoV-2 pozitivnih ispitanika jer se omjeri razlikuju izmedu kontrolnih
ispitanika i SARS-CoV-2 pozitivnih te izmedu SARS-CoV-2 pozitivnih i negativnih ispitanika
(Lodge i sur., 2021). Glavninu GlycA signala ¢ini a-1-kiseli glikoprotein ¢ije su bioloske funkcije
sprjeCavanje proliferacije timocita, stimuliranje proliferacije limfocita, transport lijekova i
inhibicija zgrusnjavanja trombocita, no osim njega ostatak signala je sacinjen od konglomerata
razli¢itih glikoproteina: a-1 antitripsin, haptoglobin, transferin, a-1-antikimotripsin. U akutnoj fazi
upale je zabiljezen porast u jacini GlycA signala od dva do pet puta (Lodge i sur., 2021).

U istrazivanju koje su proveli Masuda i sur. (2021), takoder je ispitivana krvna plazma
COVID-19 pozitivnih ispitanika i zdravih pojedinaca koji su predstavljali kontrolne ispitanike.
Pomoéu 'H NMR-a mjerene su razine lipoproteina i niskomolekulskih spojeva kao $to su
aminokiseline i organske kiseline. Istrazivanje je pokazalo da su kontrolnu skupinu karakterizirale
vise koncentracije HDL kolesterola (eng. High-Density Lipoprotein, lipoprotein visoke gustoce),
Al i A2 lipoproteina i HDL fosfolipida dok su skupinu SARS-CoV-2 pozitivnih ispitanika
karakterizirale vise koncentracije L1-L4 triglicerida, VLDL fosfolipida (eng. Very Low-Density
Lipoproteins, lipoproteini vrlo niske gustoce) te visoki omjeri B100 i Al apolipoproteina. U
skupini niskomolekulskih spojeva, poviSene koncentracije glutamata, laktata, piruvata, formijata i
fenilalanina te snizena koncentracija glutamina ukazivale su na zarazu virusom SARS-CoV-2.

Nakon preboljenja bolesti COVID-19, u ljudskom organizmu je moguce detektirati
monoklonska antitijela koja su proizvedena djelovanjem imunoloskog odgovora organizma na
infekciju SARS-CoV-2 virusom. Proizvedena antitijela prepoznaju domenu za vezanje receptora
(RBD) na S-proteinu te se vezu na nju i sprjecavaju vezanje virusa na ACE-2 receptor na povrsini
stanica (Schoenle i sur., 2021). Prouc¢avanjem perturbacija kemijskih pomaka odgovarajucih

signala (eng. Chemical Shift Pertubations, CSP) u NMR spektru mogu se pratiti promjene prilikom



vezanja liganda na protein i nadalje se moze odrediti lokacija veznog mjesta, afinitet liganda za
protein te moguca struktura protein-ligand kompleksa (Williamson, 2013). Jo§ od ranijih
istrazivanja u kojima su koriStene metode rendgenske kristalografije 1 krioelektronske
mikroskopije, otkrivena su tri klju¢na RBD epitopa: receptorsko vezno mjesto (eng. Receptor
Binding Site, RBS), CR3022 vezno mjesto i S309 vezno mjesto (slika 4) (Schoenle i sur., 2021).

~ Spike RBD
N RBS i RBS

180°

Slika 4. Prikaz epitopa RBS, C3022 i S309 na receptor vezuju¢oj domeni S-proteina SARS-CoV-
2 (preuzeto i prilagodeno iz Schoenle i sur., 2021).

Kako bi se otkrila interakcija izmedu fragmenta nekog antitijela i RBD-a koriSten je
fragment CR3022 koji potjece od antitijela izoliranog iz pacijenta koji je prebolio COVID-19. U
eksperimentu je RBD prethodno oznaden s 2H i N jezgrama i inkubiran s neoznaéenim CR3022
fragmentima te je snimljen 2D [*H, ©®N] TROSY spektar (eng. Transverse Relaxation-Optimized
Spectroscopy) (Schoenle i sur., 2021). Dvodimenzijske metode nuklearne magnetske rezonancije
daju spektre koji su definirani dvjema frekvencijama te time daju viSe informacija o prou¢avanim
molekulama od jednodimenzijskih NMR spektara. Na slici 5 (lijevo) prikazan je TROSY spektar
te je lako uocljiva razlika izmedu RBD na koji nije vezan CR3022 epitop te RBD na koji je vezan
epitop.

Ovi podaci zajedno pokazuju kako je pomo¢u NMR-a moguce utvrditi i preboljenje bolesti
COVID-19 kod pojedinaca kod kojih se sumnja da su bili u kontaktu s virusom. Takoder postoji
moguénost pracenja promjena u kemijskom pomaku kompleksa epitopa i RBD nakon mutacije
virusa (Schoenle i sur., 2021).

U radu Vincenzi i Leone (2021) prikazano je kako se NMR metoda moze uspjesno koristiti
i za detekciju HIV virusa, hepatitisa C, hepatitisa B, Herpes simplex virusa i drugih koronavirusa
(MERS, SARS-CoV), a u radu Masuda i sur. (2021) dokazana je osjetljivost NMR metode prema
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detekciji SARS-CoV-2 virusa od 100% i specifiénost od 82%. Prosje¢no vrijeme potrebno za

pripremu i analizu uzorka je 28 minuta (Masuda i sur., 2021).
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Slika 5. Preklopljeni 2D [*H, >N] TROSY spektri (?H,’°N)- obiljezenog SARS-CoV-2 RBD u
prisutnosti (crveno) i odsutnosti (crno) CR3022 epitopa (lijevo), zabiljeZene perturbacije kemijskih
pomaka na povrs§ini RBD prema boji (od svijetlosive na podru¢jima gdje nisu zabiljeZene promjene
kemijskih pomaka prema purpurnoj gdje su zabiljezene najznacajnije promjene), podrucja
oznacena crnom bojom predstavljaju regije s nedodijeljenim aminokiselinama (desno) (preuzeto i

prilagodeno iz Schoenle i sur., 2021).

2.3.3. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) je analiticka tehnika u kojoj se generiraju ioni iz anorganskih
ili organskih spojeva, razdvajaju prema njihovim omjerima mase i naboja (m/z) te potom
kvalitativno ili kvantitativno odreduju (Klari¢, 2018). Maseni spektrometar je instrument Kkoji
ionizira molekule u visokom vakuumu pretvarajuéi ih u pozitivne (rijetko negativne) ione. Osim
ionizacije, dogada se i fragmentacija nastalih iona. Fragmenti mogu biti nabijeni i nenabijeni, a u
masenom spektrometru detektiraju se samo pozitivno nabijeni fragmenti. Nastale pozitivno
nabijene Cestice zatim se ubrzavaju djelovanjem elektri¢nog polja u akceleratoru te Se usmjeravaju
na analizator koji razdvaja ione u prostoru i/ili vremenu. Naposlijetku, razdvojeni ioni dolaze u
detektor gdje proizvode elektri¢ni signal koji se moZe registrirati na raCunalu i generira se maseni

spektar (bakovi¢, 2021).
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Ionizacija molekula moze se provesti pomocu vise razliCitth metoda: ionizacijom
elektronima (eng. Electron lonization, El), kemijskom ionizacijom (eng. Chemical lonization, CI),
foto-ionizacijom (eng. Atmospheric Pressure Photoionization, APPI), elektrorasprSenjem (eng.
Electrospray lonization, ESI), matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (eng.
Matrix Assisted Laser Desorption lonization, MALDI), bombardiranje brzim atomima (eng. Fast
Atom Bombardment, FAB) i brojnim drugima (Pakovi¢, 2021).

Nakon generiranja iona, potrebno ih je odijeliti prema njihovom omjeru mase i naboja, m/z,
u analizatoru masa. U analizatore masa ubrajaju se kvadrupolni analizatori, analizatori s
magnetnim sektorom, kvadrupolne stupice za ione, analizatori vremena proleta te Fourier-
transformirana MS stupica za ione.

Masenom spektrometrijom mogucée je odrediti peptidne ione virusnih proteina. Molekulske
mase proteina virusa SARS-CoV-2 su 141.2 kDa (S-protein), 45.6 kDa (N-protein), 25.1 kDa (M-
protein) i 8.4 kDa (E-protein). Unutar virusne Cestice, M-protein i N-protein nalaze se u najve¢em
broju kopija, po 2000 i 1000 kopija. S-protein se nalazi u 300 kopija koje su organizirane u 100
trimera na povrSini virusne Cestice, a E-protein se nalazi u samo dvadesetak kopija po Cestici.
Zahvaljujuci veéem broju proteinskih kopija u masenom spektru uglavnom se detektiraju signali
M-, N-, ili S-proteina, dok se E- protein rjede detektira zbog svoje slabe eksprimacije. Koristenjem
MALDI-MS potvrden je jedinstveni peptidni otisak SARS-CoV-2 u uzorcima nazofaringealnog
brisa i u uzorcima stani¢nih kultura zaraZenih virusom. Uzorcima je prije mjerenja dodan
polietilenglikol (PEG), a zatim se dodaje tripsin koji ¢e zapoceti razgradnju proteina. Uzorci se
zatim unose u maseni spektrometar koji generira spektar (Dollman, Griffin i Downard, 2020).

Na masenom spektru uzorka stani¢ne kulture zarazene SARS-CoV-2 virusom, unutar
raspona m/z omjera od 500 do 3000 otkriveni peptidi ¢ine 27%, 27% i 12% svih mogucih proteina
za nukleokapsidu, membranu ili S-protein §to omogucuje nedvosmislenu identifikaciju virusa
(slika 6) (Dollman, Griffin i Downard, 2020). Primjerice, neki od najintenzivnijih signala na
masenom spektru mogu se pripisati upravo peptidima koji potjecu iz SARS-CoV-2 kao §to su
signal na 1635.8228 m/z koji potje¢e od M-proteina ili signal na 2267.0790 m/z koji potjece od
proteina nukleokapside.
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Slika 6. MALDI maseni spektar svih peptidnih iona uzoraka stani¢ne kulture zarazene SARS-
CoV-2 virusom. Peptidni ioni koji pripadaju dijelovima proteina nukleokapside (N), membrane

(M) i glikoproteina S oznaceni su crvenom bojom (preuzeto i prilagodeno iz Dollman, Griffin i
Downard, 2020).
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Slika 7. MALDI maseni spektar uzoraka nazofaringealnog brisa. Prikazani su produkti nakon

obrade tripsinom (preuzeto i prilagodeno iz Dollman, Griffin i Downard, 2020).
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U tablici 1. pobrojane su domene virusnih proteina koje je moguce detektirati na masenom

spektru u rasponu m/z omjera od 500 do 3000 u kojem su i snimljeni maseni spektri.

Tablica 1. Peptidni ioni viralnih proteina, njihove sekvence i domena kojoj pripadaju (Dollman,
Griffin i Downard, 2020).

m/z m/z virusni aminokiselinski
eksperimentalno teorijski protein ostaci sekvenca domena
749.3528 749.3536 N 178-185 GGSQASSR RNA-vezujuca
domena
831.4564 831.4570 N 227-233 LNQLESK dimerizacijska
domena
843.4255 843.4247 S 1206-1211 YEQYIK ukljuéuje HR2
domenu
860.4834 860.4849 M 151-158 IAGHHLGR nedefinirano
899.4930 899.4945 S 409-417 QIAPGQTGK C-terminalna
domena S1
podjedinice
1085.5355 1085.5374 S 311-319 GIYQTSNFR nedefinirano
1126.5609 1126.5640 N 267-276 AYNVTQAFG | dimerizacijska
R domena
1244.6238 1224.6259 S 103-113 GWIFGTTLDS = N-terminalna
K domena S1
podjedinice
1267.6924 1267.6946 S 558-576 (1) KFLPFQQFGR nedefinirano
1281.5859 1281.5892 S 836-847 QYGDCLGDI | fuzijski peptid
AAR S2 podjedinice
1455.7521 1455.7550 S 404-417 GDEVRQIAP C-terminalna
GQTGK domena S1
podjedinice
1507.7288 1507.7308 M 1-14 MADSNGTIT povrsinska
VEELK viralna regija
1635.8228 1635.8258 M 1-15 (1) MADSNGTIT povrsinska
VEELKK viralna regija
1670.8871 1670.8894 N 210-226 MAGNGGDA nedefinirano
ALALLLLDR
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1788.8498 1788.8511 278-293 GPEQTQGNF | dimerizacijska
GDQELIR domena
1989.9702 1989.9738 387-403 LNDLCFTNV RBD S1
YADSFVIR podjedinice
2039.9985 2040.0007 329-346 FPNITNLCPF RBD S1
GEVFNATR podjedinice
2181.0195 2181.0207 69-88 GQGVPINTNS | RNA-vezujuca
SPDDQIGYY domena
R
2267.0790 2267.0207 108-127 WYFYYLGTG N-terminalna
PEAGLPYGA domena
NK
2324.1865 2324.1894 41-61 (1) RPQGLPNNT = RNA-vezujuca
ASWFTALTQ domena
HGK
2742.2378 2742.2425 159-182 VYSSANNCT N-terminalna
FEYVSQPFL domena S1
MDLEGK podjedinice

Peptidni ioni na slici 7. imaju manji intenzitet od peptidnih iona na slici 6. jer potjecu iz
nazofaringealnog brisa gdje je manji viralni titar nego u uzorku stani¢ne kulture. 1z
najintenzivnijeg peptidnog signala pri m/z 1635.8238 (M-protein, aminokiselinskih ostataka 1-15)
moguce je odrediti najnizu granicu detekcije virusa SARS-CoV-2 masenom spektrometrijom.
Napravljeni su uzorci razli€itih razrjedenja peptidnog iona iz spomenutog signala te je najmanja
masa kod koje je virus detektiran iznosila 0.75 ng (Dollman, Griffin i Downard, 2020).

U istrazivanju Renuse i sur. (2021) u uzorcima nazofaringealnog brisa detektirani su
peptidi koji potje¢u od N-proteina SARS-CoV-2 virusa. Uzorci brisa nosa su nakon prikupljanja
obradeni tripsinom kako bi se proteini denaturirali na manje peptide. Metodom su detektirana 42
peptida koji potjecu od proteina nukleokapside no za detekciju SARS-CoV-2 u uzorcima pratila
se prisutnost dvaju peptida koji su imali najjace signale u masenom spektru, ANYNVTQAFGR
(m/z = 563.7856) i QQTVTLLPAADLDDFSK (m/z = 931.4807). U istraZivanju su koristeni
uzorci s niskom (25), srednjom (29) i visokom (33) Ct-vrijednosti kako bi se usporedila osjetljivost
metode pri razliitim virusnim optere¢enjima. Opcenito, Ct-vrijednost (eng. Cycle Treshold) je

broj koji pokazuje koliko je ciklusa PCR-a provedeno prije nego §to je potvrdena prisutnost virusa
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u uzorku. Sto je manji Ct znaéi da je veée virusno optereéenje u uzorku, odnosno veéi je broj kopija
viralne RNA u uzorku (Rao i sur., 2020). U istrazivanju je zaklju¢eno kako je visina pikova oba
ispitivana peptida u masenom spektru u korelaciji s virusnim optere¢enjem, to jest Ct vrijednoscu,
u uzorcima. Drugim rije¢ima, $to su pikovi na spektru bili visi, to je bilo vece virusno opterecenje
te se podaci o visini pika u spektru mogu koristiti i kao izvor informacija o virusnom opterecenju
(Renuse i sur., 2021).

Singh i sur. (2020) su svojim istrazivanjem pokazali kako je kvadrupolnom masenom
spektrometrijom moguce utvrditi lazno negativne RT-PCR testove te otkriti prisutnost peptida
karakteristi¢nih za SARS-CoV-2 kod pojedinaca koji su asimptomatski preboljeli COVID-19. U
istrazivanju su koristili uzorke prikupljene nazofaringealnim i orofaringealnim brisom. Brisovi su
otopljeni u viralnom transportnom mediju i inaktivirani inkubacijom s puferom za liziranje (25%
gvanidinijev tiocijanat i 5% natrijev dodecil-sulfat) 20 minuta na sobnoj temperaturi. Uzorci su
zatim dalje pripremljeni prema protokolu opisanom u radu Singh i sur. (2020) i analizirani na Q-
TOF masenom spektrometru. Na spektrometru su identificirani peptidi AIVSTIQRKYK i
MDGSIIQFPN koji potjecu od proteina replikaza poliprotein 1 ab, QIAPGQTGK,
LIANQFNSAIGK, AHFPREGVFVSNGTHWFVTQR i STNLVKNK koji potjecu od S-proteina
1 ADETQALPQR koji potjece od N-proteina. Sekvence ovih peptida su usporedene s bazom
podataka GISAID u kojoj se nalaze sekvence od preko 54 000 sojeva SARS-CoV-2 te je utvrdeno
da su ove sekvence identi¢ne u razli¢itim sojevima SARS-CoV-2 virusa i da predstavljaju
konzervirane regije. Izmedu ovih peptida, AIVSTIQRKYK 1 QIAPGQTGK su davali
najznacajnije signale na masenim spektrima tako da je njihova prisutnost u spektru koristena kao
naznaka pozitivnog testa na COVID-19. Osim ovih peptida, u spektru se pratila prisutnost i
koncentracija peptida albumina iz krvnog seruma, AEFAEVSK, koji je bio kontrola koli¢ine
proteina u uzorku. Ukoliko je zabiljeZzena niska koncentracija proteina u uzorku, ne moze se sa
sigurnoSc¢u potvrditi da je taj test pozitivan ili negativan te je potrebno provesti dodatna ispitivanja
ili prikupiti novi uzorak (Singh i sur., 2020).

Mjerenja izvrSena masenim spektrometrom usporedena su s rezultatima dobivenim RT-
PCR metodom. Ovom metodom su detektirani pikovi peptida na spektrima pojedinaca koji su
preboljeli COVID-19 i imaju negativan RT-PCR test Sto ukazuje na to da su bili u kontaktu s
virusom. Otkriveni su pikovi peptida i u uzorcima pojedinaca koji su pokazivali simptome bolesti

COVID-19, ali se RT-PCR test pokazao negativnim. Nakon ponavljanja RT-PCR testa u nekim
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sluajevima se ipak pokazalo kako je uzorak bio pozitivan na SARS-CoV-2 $to pokazuje kako je
metoda masene spektrometrije jako osjetljiva i moZze se koristiti za dijagnosticiranje COVIDA-19.
Ova metoda osim mjerenja same prisutnosti prethodno navedenih peptida mjeri i intenzitet tih
peptida u spektru pa ako je utvrdeno da neki uzorak koji je RT-PCR pozitivan ima slab intenzitet
u masenom spektru to moze ukazivati na lazno pozitivni RT-PCR test (Singh i sur.,2020).

Vazno je naglasiti da je za analizu virusom zarazenog Uzorka masenom spektrometrijom
vazno sacuvati netaknute virusne proteine, a potrebno je inaktivirati virusni genetski materijal, to
jest RNA da bi virus izgubio svoju virulentnost. Ovaj efekt je mogucée posti¢i ozracivanjem
uzoraka UV-C zrakama do 15 minuta. Osim inaktivacije virusa, potrebno je iz uzorka ukloniti
nezeljene tvari kao $to su proteini prisutni u ljudskim bioloskim sekretima. TaloZenje acetonom
pri snizenim temperaturama pokazalo se kao posebno uc¢inkovita metoda za odvajanje nezeljenih
molekula (lles i sur., 2020). Prije stavljanja uzorka u maseni spektrometar potrebno je denaturirati
velike komplekse molekula kako bi se virusni proteini oslobodili i otopili u otapalu za analizu. Za
to se obi¢no koriste puferi za denaturiranje koji sadrze tripsin (Iles i sur., 2020; Singh i sur., 2020).

Prednosti masene spektrometrije u detekciji virusa SARS-CoV-2 su jednostavnost
uzimanja uzorka, brzina analize i znaCajno smanjeni troskovi testiranja. Metoda masene
spektrometrije moze se koristiti u bilo kojem laboratoriju opremljenom s masenim spektrometrom,
a upravo troSak njegove nabave ¢ini najveci trosak primjene ove metode. No bez obzira na velike
kapitalne troskove, reagensi potrebni za analizu uzorka iznose manje od 1$ po uzorku, a oprema
za uzorkovanje (epruvete za skupljanje uzoraka, injekcije) manje od 5%. Prema ovim podacima,
nakon viSegodiSnjeg koriStenja masenog spektrometra cijena analize po uzorku bi iznosila

priblizno 28 (Iles i sur., 2020).

2.3.4. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija (eng. Infrared Spectroscopy, IR) metoda je koja Kkoristi
infracrveno podrugje (800-10° nm) elektromagnetskog spektra za odredivanje funkcijskih skupina
u organskom spoju. Kovalentne veze u molekulama konstantno vibriraju i ponaSaju se poput
opruge. Razlikujemo rastezne vibracije koje se dogadaju uz samu liniju veze uzrokujuci promjenu
duljine veze i deformacijske vibracije koje se ne dogadaju uzduz veze, ali uzrokuju promjenu
veznog kuta, odnosno svijanje veze. Razlikujemo dvije vrste rasteznih vibracija, simetri¢ne i

asimetricne te dvije vrste deformacijskih vibracija, ravninske i neravninske. Svaka se rastezna ili
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deformacijska vibracija pojedine kovalentne veze u molekuli dogada pri odredenoj karakteristi¢noj
frekvenciji. Kada se molekula podvrgne zraenju frekvencije koja to¢no odgovara frekvenciji
jedne od spomenutih vibracija veze, dolazi do apsorpcije energije i veze jace vibriraju. Da bi
odredena vibracija veze apsorbirala infracrveno zracenje, veza mora biti polarna (imati odredeni
dipolni moment) (Kovac¢, 2021). Umjesto valne duljine, u IR-spektroskopiji koristi se valni broj
(V) izrazen u cm™ koji predstavlja omjer frekvencije i brzine svijetlosti te je reciproéan valnoj
duljini. Valni broj je izravno proporcionalan frekvenciji vala, a time i energiji fotona dane
frekvencije (Kovac, 2021).

IR-spektroskopija moze se koristiti za ispitivanje Siroke skupine uzoraka, ukljucujuci
uzorke u plinovitom, tekuéem i krutom stanju, a priprema uzorka ¢e ovisiti 0 njegovim
karakteristikama. Takoder, vazno je voditi raCuna o valnoj duljini infracrvenog zracenja koju
uzorak najbolje apsorbira jer pri toj valnoj duljini uzorak nece transmitirati infracrveno zracenje
te ga detektor nece moci registrirati i generirati spektar (Ismail, van de Voort i Sedman, 1997).

IR-spektri prikazuju ovisnost postotka apsorbancije o valnom broju zra¢enja. Prema
valnim brojevima dijele se na dva podrugja, podrugje funkcijskih skupina od 4000 do 1400 cm™ i
podrugje otiska prsta od 1400 do 400 cm™ (Kovag, 2021). Polozaj, intenzitet i oblik pojedine vrpce
u podrucju funkcijskih skupina karakteristi¢an je za svaku vrstu funkcijske skupine u spoju (slika
8), dok je podrucje otiska prsta karakteristiéno za svaki pojedini spoj (Ivi¢, 2021). Prilikom

tumacenja spektra vazan je iznos valnog broja, intenzitet 1 oblik signala.
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Slika 8. IR-spektar karakteristi¢nih funkcijskih skupina (Gazivoda Kraljevi¢).
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Kitane i sur. (2021) razvili su FTIR metodu za detekciju SARS-CoV-2 u uzorcima
ekstrakta RNA. U usporedbi s RT-PCR, ova metoda je puno brza (za detekciju nakon faze
ekstrakcije RNA potrebna je 1.5 minuta u usporedbi s dva do cetiri sata koliko je potrebno da se
obavi PCR analiza), ne zahtijeva primjenu reagensa i stvara se manje bioloski opasnog otpada.
Ispitivanje ove metode provedeno je u dva dijela; u jednom dijelu ispitivala se osjetljivost,
specifi¢nost i to¢nost, a u drugom se dijelu ispitivala minimalna granica detekcije i selektivnost u
detekciji u odnosu na 15 drugih respiratornih virusa. Uzorci nazofaringealnog brisa ispitanika
(SARS-CoV-2 pozitivni i SARS-CoV-2 negativni) prikupljeni su u sterilne epruvete u kojima se
nalazio medij za transport virusa te se pristupilo ekstrakciji RNA pomocu ekstrakcijskog seta.
Uzorcima su snimljeni FTIR spektri no bez obrade nisu pokazivali znacajne informacije o
prisutnosti virusa stoga je izra¢unata druga derivacija spektara. Takoder je zapazeno da odabir
raspona valnih brojeva pri kojima se snima spektar uzorka igra vaznu ulogu u u¢inkovitosti modela
pa ukoliko se podrugje bioloskog otiska prsta od 900 do 1800 cm™ prosiri na 600 do 4500 cm™,
to¢nost metode se poveca do 12.6% (Kitane i sur., 2021).

Analizom dobivenih spektara RNA iz SARS-CoV-2 pozitivnih i negativnih uzoraka
uodene su tri domene signala: prva domena u rasponu od 600 do 1350 cm™, druga od 1500 do
1700 cm™ i tre¢a od 2300 do 3900 cm™ (slika 9, tablica 2).
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Slika 9. Prikaz obradenog FTIR spektra uzoraka s nazna¢enim valnim brojevima pripadajucih

funkcijskih skupina (Kitane i sur., 2021).
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Tablica 2. Popis valnih brojeva i pripadajucih vibracija funkcijskih skupina (Kitane i sur., 2021).

Valni broj (cm™) Vibracije

638, 665 Gvanin
878 Neravninske vibracije nukleobaza

901, 940 Fosfatna okosnica riboze
973 C-Oi C-Criboze
1101 Simetri¢ne vibracije veza P-O-C, RNA v(C-

0) iz riboze

1182 C-O i fosfatne vibracije
1251 P=0, POy asimetri¢ne Vibracije
1416 Vibracije rastezanja veza C-N, N-H i C-H
1521 C nukleobaze u ss i ds RNA, sekundarni amid
1689 Ce=0¢ gvanina u ds RNA, primarni amid,

C=0 gvanina i N-H deformacije,

Vasimetriéno(CZ:O) VibraCije u RNA

1913, 2086 Veze drugog reda
2218, 2248, 2334, 2389, 2441, 2489, 27009, Vibracije rastezanja veza C-H i N-H
2845, 2882, 2952
3611, 3436, 3659, 3748, 3927 Asimetri¢ne vibracije veza N-H i O-H

Prva domena je povezana s vibracijama fosfatne okosnice (vP-O), i sadrzi signale na 1000
do 1182 cm™ koji potjecu od simetri¢nih rasteznih vibracija PO, i signale pripisane rasteznim
vibracijama vC-O fosfodiestera i riboze. Podrugje od 1200 do 1300 cm™ moze se pripisati POy
asimetri¢nim rasteznim vibracijma unutar RNA, a podru¢je od 1500 do 1700 cm™ RNA
nukleobazama no takoder se poklapa s nizom signala koji se obi¢no pripisuju primarnim i
sekundarnim amidima. Podrugje od 2400 do 3900 cm™ podudara se s rasteznim vibracijama OH,
NH i CH skupina. Zajedno, ovi podaci podudaraju se s tipicnim otiskom RNA molekula u IR
spektrima $to potvrduje tocnost ove metode (Kitane i sur., 2021).

Kako bi se utvrdila selektivnost ove tehnike prema SARS-CoV-2 u odnosu na druge viruse,
ispitivani su uzorci koji su sadrzavali cjelokupan genom SARS-CoV-2 i uzorci koji su sadrzavali
cjelokupan genom humanog bokavirusa, koronavirusa (229, NL63, OC43, MERS, SARS-CoV),
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eneterovirusa 68, humanog influenza virusa (A, B, H3N2), humanog parainfluenza virusa (1 i 4) i
rinovirusa 89. Utvrdeno je da ova metoda ima visoku viralnu selektivnost ¢ak i u prisutnosti
strukturno vrlo slicnih RNA virusa i da se testiranja podudaraju s rezultatima RT-PCR testova koji
su koristeni kao kontrole (Kitane i sur., 2021). Minimalna granica detekcije virusa SARS-CoV-2
u uzorcima RNA ekstrakta ispitana je koriStenjem sintetickih i1 klinickih uzoraka razlicitih
koncentracija, od 0,5 do 25 kopija po ul i utvrdeno je kako je minimalna granica detekcije 10
kopija po pl za oba uzorka (Kitane i sur., 2021).

Barauna i sur. (2021) razvili su ATR-FTIR metodu (eng. Attenuated Total Reflection,
priguSena totalna refleksija) za detekciju prisutnosti SARS-CoV-2 virusa u uzorcima brisa sline.
Uzorcima se snimao spektar u rasponu od 4000 do 650 cm™. Na slici 10. prikazani su spektri
uzorka sline, Cistog virusa te uzorka sline u koji je dodan virus inaktiviran y-zraéenjem. Virus
uzrokuje modifikacije spektra uzorka sline te se vide jasne razlike na spektru, a najvise pri
sliede¢im valnim brojevima: 1429 cm™ (karakteristian za vibracije veza unutar polisaharida),
1220 cm™ (karakteristi¢an za asimetri¢ne rastezne vibracije PO> u RNA i DNA), 1084 cm
(karakteristi¢an za asimetri¢ne rastezne vibracije nukleinskih kiselina), 1069 cm™ (karakteristi¢an
za C-O rastezne vibracije u ribozi) i 1041 cm™ (karakteristican za PO? rastezne vibracije u
nukleinskim kiselinama). Sve apsorpcijske vrpce, osim one pri 1429 cm™, pojacanog su intenziteta
u uzorcima koji su COVID-19 pozitivni te se pretpostavlja da su oni povezani s odgovorom
organizma na infekciju virusom, dok je pik na 1429 cm™ povezan sa samim virusom. Apsorpcijske
vrpce koje su odgovorne za spektroskopski otisak virusa pripadaju vibracijama veza unutar
nukleinskih kiselina, dok vrpce koje pripadaju vibracijama veza unutar primarnih i sekundarnih
amida su karakteristi¢ni samo za slinu i ne nalaze se u virusu §to je zanimljivo jer su amidne grupe
prisutne u proteinima te su oc¢ekivane i u spektru virusa zbog njegovih dominantnih S-proteina.
Analizom ovih apsorpcijskih vrpci moguce je na spektru odrediti u kojim uzorcima je uz slinu
prisutan i virus.

U uzorcima sline, prema Wood i sur. (2021) osim pojacanih intenziteta apsorpcijskih vrpci
vezanih za vibracije veza u primarnim i sekundarnim amidima moZe se uociti i pik tiocijanata na

2059 cm™.
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Slika 10. Spektar uzorka sline, ¢istog virusa i sline u kojoj je dodan virus: (a) neobradeni spektar,

(b) obradeni spektar (preuzeto i prilagodeno iz Barauna i sur., 2021).

Prilikom provodenja metode prigusene totalne refleksije (ATR), uzorci se moraju osusiti

prije nanoSenja na unutarnji refleksijski element kako bi se omogucila maksimalna apsorpcija
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zraCenja i kako bi se smanjio broj H-O-H vibracija veza u spektru s obzirom da je uzorak sline
99% sacinjen od vode (Sanchez-Brito i sur., 2021). Nakon mjerenja, uzorci se moraju obrisati s
unutarnjeg refleksijskog elementa sto povecava moguénost transmisije virusa preko povrsine ili
aerosolom te ovo predstavlja negativne strane ATR metode (Wood i sur., 2021).

Prema istrazivanju Wood i sur. (2021) u spektrima uzoraka sline uoceni su pikovi koji se
povezuju s viralnim proteinima, lipidima koji okruzuju nukleokapsidu te pikovima koji su
povezani s vibracijama u RNA i uglavnom odgovaraju valnim brojevima vibracija tih veza po
istrazivanju Kitane i sur. (2021), no uz njih su uoceni i pikovi koji su povezani uz viralni
transportni medij ili medij za fiksaciju uzorka za mjerenje Sto treba uzeti u obzir pri analizi
spektara.

Opcenito, metoda infracrvene spektroskopije do sada se pokazala kao korisna u otkrivanju
promjena u razli¢itim tipovima raka, Parkinsonove bolesti, dijabetesa (Paluszkiewicz i sur., 2020;
Wang i sur., 2020; Scott i sur., 2010), ali i u dijagnozi Plasmodium sp. bakterija u krvi ili virusa
hepatitisa B i C u krvnom serumu (Heraud i sur., 2019; Roy i sur., 2019).

U usporedbi s RT-gPCR testovima na SARS-CoV-2, infracrvena spektroskopija je
pokazala osjetljivost detekcije od prosjecno 95% i specifiénost metode od prosjecno 89.8% (prema
Wood i sur., 2021; Baranai sur., 2021; Kitane i sur., 2021). Za samo mjerenje, ukljucujuéi i suSenje
uzorka, je potrebno u prosjeku 15 minuta $to je u usporedbi sa prosje¢nih 24 do 48 sati koliko je

potrebno za cjelokupno provodenje PCR metode znatno krace (Sanchez-Brito i sur., 2021).
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3. Zakljuéak

Zbog nekontroliranog i brzog globalnog Sirenja virusa SARS-CoV-2 pojavila se potreba
za brzom i pouzdanom detekcijom virusa. Zbog mana koje prate najcesée koriStenu RT-qPCR
metodu (dugotrajan postupak i skupi reagensi te mogucnost pojave lazno pozitivnih i lazno
negativnih rezultata), bilo je potrebno naci alternativne metode detekcije te su se spektroskopske
metode pokazale obecavajuéim.

Spektroskopske metode ubrajaju se u metode analiticke kemije i koriste se za dobivanje
informacija o kemijskom sastavu i strukturi tvari. U ovom radu opisana je primjena nuklearne
magnetske rezonancije, masene spektrometrije i infracrvene spektroskopije u detekciji SARS-
CoV-2.

v" U NMR metodi, pojacani intenzitet signala N-acetilnih skupina iz razli¢itih glikoproteina,
L1-L4 triglicerida, VLDL fosfolipida te omjer B100 i Al karakterizirali su uzorke COVID-
19 pozitivnih ispitanika, dok su pojacani signali supramolekulskih fosfolipida, HDL
kolesterola, Al i A2 lipoproteina i HDL fosfolipida karakterizirali COVID-19 negativne
ispitanike.

v' Masenom spektrometrijom mogucée je detektirati prisutnost peptidnih iona viralnih
proteina koji uglavnom potjecu iz M-, N-, ili S-proteina. Takoder, moguce je pratiti utjecaj
Ct-vrijednosti na osjetljivost metode, otkriti lazno negativne RT-qPCR testove te utvrditi
utjecaj koncentracije proteina na pouzdanost detekcije.

v U IR-spektrima prisutnost SARS-CoV-2 u uzorcima ocitava se pojavom apsorpcijskih
vrpci vibracija veza fosfatne okosnice iz virusne RNA te vibracija RNA nukleobaza.
COVID-19 negativni uzorci pokazuju apsorpcijske vrpce vezane uz vibracije veza

primarnih i sekundarnih amida koji nisu uocéeni u spektrima COVID-19 pozitivnih uzoraka.
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5. Prilog

Tablica 3. Popis kratica aminokiselina.

Aminokiselina Kratica

Alanin A

Arginin

Asparagin

Aspartat

Cistein

Glutamin

Glicin

Glutamat

I m ® O O O Z2

Histidin

Izoleucin

Leucin

Lizin

Metionin

Fenilalanin

Prolin

Serin

Treonin

Triptofan

Tirozin
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Tablica 4. Popis kratica koriStenih u radu.

ACE2

Angiotensin-Converting

Enzyme 2

Angiotenzin-pretvorbeni enzim 2

APPI

Atmospheric Pressure

Photoionization

Foto-ionizacija

CD

Connector Domain

Domena za povezivanje

CH

Central Helix

SrediSnja uzvojnica

Cl

Chemical lonization

Kemijska ionizacija

CT

Cytoplasmic Tail

Citoplazmatski rep

Ct

Cycle threshold

Prag ciklusa

E

Envelope protein

Protein ovojnice

El

Electron lonization

lonizacija elektronima

ESI

Electrospray lonization

lonizacija elektrorasprSenjem

FAB

Fast Atom Bombarding

Bombardiranje brzim atomima

FP

Fusion Peptide

Peptid za fuzioniranje

FTIR

Fourier Transform Infrared

Spectroscopy

Fourier transformirana infracrvena

spektroskopija

GISAID

Global Initiative on Sharing

Avian Influenza Data

Globalna inicijativa za razmjenu

podataka o pticjoj gripi

GlycA

Glycoprotein A

Glikoprotein A

GlycB

Glycoprotein B

Glikoprotein B

HDL

High Density Lipoprotein

Lipoprotein visoke gustoce

HIV

Human Immunodeficiency

Virus

Virus humane imunodeficijencije

HR1

Heptad Repeat 1

Regija sedmostrukog ponavljanja 1

HR2

Heptad Repeat 2

Regija sedmostrukog ponavljanja 2

Infrared Spectroscopy

Infracrvena spektroskopija

Membrane protein

Protein membrane

MALDI

Matrix Assisted Laser

Desorption lonization

Matricom potpomognuta ionizacija

laserskom desorpcijom




MERS-CoV Middle East Respiratory Bliskoistoéni respiratorni sindrom-
Syndrome Coronavirus koronavirus
MS Mass Spectrometry Masena spektrometrija
N Nucleocapside protein Protein nukleokapside
NMR Nuclear Magnetic Resonance Spektroskopija nukearne magnetske
rezonancije
NTD N-terminal domain N-terminalna domena
Q Quadrupole Analyzer Kvadrupolni analizator
RBD Receptor Binding Domain Domena za vezanje receptora
RT-PCR Real Time Polymerase Chain | Lancana reakcija polimerazom nakon
Reaction obrnutog prepisivanja
S Spike protein Glikoprotein S koji nalikuje na $iljak
SARS Severe Acute Respiratory Teski akutni respiratorni sindrom
Syndrome
SARS-CoV Severe Acute Respiratory Teski akutni respiratorni sindrom-
Syndrome Coronavirus konoravirus
SPC-A Supramolecular Phosphorus A Supramolekulski fosfolipid A
SPC-B Supramolecular Phosphorus B Supramolekulski fosfolipid B
™ Transmembrane Domain Transmembranska domena
TROSY Transverse Relaxation- Spektroskopija optimizirana
Optimized Spectroscopy poprecnom relaksacijom
VLDL Very Low-Density Lipoprotein Lipoprotein jako niske gustoce
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