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Sammendrag

Dried blood spot (DBS) er en teknikk for innsamling av blodprgve som baserer seg pa at en
liten mengde blod blir avsatt pa et filterpapir og tarkes, for det blir transportert til laboratoriet
for analyse. Kommersielle DBS-kort bestar som oftest av ren cellulose, og ulemper med bruk
av disse kortene er at det gir ufullstendig eluering i tillegg til lang elueringstid. For & unnga
disse ulempene ble det i 2012 introdusert av en gruppe pa Farmasgytisk institutt i Oslo &
bruke vannlgselige polymerer som DBS-materiale. Fra 2013 har polymeren
karboksymetylcellulose (CMC) blitt brukt som vannlgselig DBS-materiale, og dette
materialet har vist seg egnet til analyse av mindre legemidler og stgrre proteiner. Videre

arbeid med CMC var gnsket for & fa mer kunnskap om CMC som DBS-materiale.

I denne oppgaven ble bovint serumalbumin (BSA) brukt som modellanalytt, og i ferste trinn
ble det utviklet en LC-MS metode for & analysere BSA i vannlgselig DBS. En enkel
preveopparbeidelse ble benyttet, med tryptisk klipp av proteinet over natt og proteinfelling
med acetonitril for & fjerne matrikskomponenter og uklippede proteiner. Prgveopparbeidelsen
var ikke robust som forventet, og ga variasjon i signalintensitet i forsgkene. Det ble provd a
optimalisere preveopparbeidelsen for & stabilisere standardavvikene, men den endelig
metoden var ikke robust som gnsket. Den ufullstendige metoden ble videre brukt til a

undersgke effekt av hematokrit, stabilitet og utbytte pa det vannlgselige materialet.

Det ble sett at blodet med gkt hematokritverdi ga en hgyere toppareal for BSA og motsatt ved
lav hematokritverdi. Pa grunn av hgyt standardavvik var det vanskelig & konkludere resultatet
med effekten av hematokrit pa det vannlgselige materialet, men det viste en trend. Stabilitet
av BSA pa CMC ble undersgkt ved & sammenlikne DBS lagret over 2,5 uke mot nylig spottet
blodflekker med lik konsentrasjon av BSA. Det ble testet for to ulike BSA konsentrasjoner.

Stabilitetstesten viste en reduksjon av analytt over tid.

Utbytte av BSA fra CMC ble vurdert ved sammenligning av spiket blod med BSA avsatt pa
det vannlgselige materiale med opplgst DBS tilsatt BSA etter opplasning med tilsvarende
konsentrasjon av BSA i blodflekken. Dette ble gjort for to konsentrasjoner (100 pg/mL og
500 pg/mL) og resultatet viste et utbytte pa 133,8 % for 100 pug/mL og 127,5 % for 500
pug/mL.
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Innledning

2 Innledning

2.1 Bakgrunn

Dried blood spots (DBS) er en teknikk som gar ut pa a avsette et lite volum blod pa et
filterpapir. Blodet terkes pa dette papiret og oppbevares for det skal analyseres. Denne
teknikken ble farst introdusert i 1963 av Guthrie og Susi for screening av metabolske
sykdommer [1], og har siden da vert en populer metode for prgvetaking for mer enn 30
forskjellige sykdommer hos nyfadte barn. Teknikken har derfor veert med pa a redde mange
liv [2]. | prinsippet kan alle analytter som blir analysert fra fullblod, serum, eller plasma ogsa
bli malt fra DBS pa et filterpapir [3].

Fordelen med DBS er at metoden er mindre invasiv og relativt smertefri og er spesielt egnet
for prgvetaking av blod hos nyfadte og eldre [3]. Andre fordeler med DBS er at det ogsa kan
utfgres av personer som ikke har spesialopplering, i motsetning til vanlig blodprgvetaking.
De fleste analyttene har ogsa gkt stabilitet i terket form, i tillegg til at de er enkle a

transportere [4].

Tross for den gkende populariteten i bruken av DBS, har metoden en del utfordringer som ma
tas i betraktning. Blodets hematokritverdi pavirker viskositeten av blodet, og ved hgy
hematokrit vil viskositeten i blodet vare hgy, og motsatt ved lav hematokrit [5]. Viskositet av
blodet vil pavirke flyten av blod pd DBS-materialet, og likt volum blod med ulik

hematokritverdi kan gi forskjellig starrelse av blodflekk.

DBS-filterpapiret bestar som oftest av ulgselig cellulose, og en utfordring med dette er & fa
fullstendig eluering fra materialet. Dette er et avgjerende trinn for videre preveopparbeidelse
med tanke pa det begrensede prgvevolumet som er tilgjengelig [6]. P& bakgrunn av dette ble
det i 2012 introdusert bruk av vannlgselige prgvetakingsmateriale pa Farmasgytisk institutt
Universitet i Oslo [7]. Fordelen med bruk av vannlgselige materiale er at hele analytten i den
stansede blodflekken blir tilgjengelig fra opplasning og videre til prgveopparbeidelse [8]. |
tillegg er elueringstiden raskere sammenlignet med de kommersielle tilgjengelige DBS-
kortene [7]. Det vannlgselige cellulosemateriale blir opplest i lgpet av 20 minutter,
sammenlignet med cellulosebaserte DBS som tar lengre tid [7]. Tidligere har vannlgselig

materiale av typen karboksymetylcellulose (CMC) blitt brukt som DBS-materiale til analyse



av sma legemidler og store proteiner [9]. Bruk av CMC til DBS er fortsatt i et tidlig stadiet og

det trenges dermed mer kunnskap om vannlgselig DBS i proteinanalyse.

2.2 Hensikt

Malet med denne oppgaven var a utvikle og optimalisere en metode for & bestemme
modellanalytten bovint serumalbumin (BSA) i DBS pa det vannlgselige materialet

karboksymetylcellulose.
Falgende delmal ble satt:

- Utvikle en analysemetode for BSA pa LC-MS basert pa bestemmelse av
signaturpeptider.

- Utvikle og optimalisere en enkel pragveopparbeidelse for BSA fra vannlgselig DBS

basert pa tryptisk klipping og matriksfelling.
- Bruke metoden til & gjgre innledende evaluering av materialet med tanke pa:
o Effekt av hematokrit
o Stabilitet av proteiner pa materialet

o Utbytte fra materialet
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3 Teorl

3.1 Dried blood spots

Dried blood spot (DBS) har lenge veert en teknikk som er blitt brukt for & analysere praver.
Det er flere fordeler med bruk av DBS, for det forste sa kreves det minimalt med blod
sammenlignet med blodtaking fra venepunksjon. Vanligvis trengs det ikke mer enn 100 pL
blod [4], derfor er DBS en godt egnet analysemetode for testing av analytter innen prekliniske
studier av sma dyr der volumblod er begrenset [10]. De fleste analyttene er stabile over tid pa

filterpapiret, men degradering av analytter kan oppsta i DBS [4].

Pravetaking for DBS er enkel og det kreves lite opplearing for a ta disse pravene. Et stikk pa
fingeren eller pa heelen er nok for a fa tak i bloddrapen [4]. Etter blodet er pasatt pa kortet, blir
det lagt og terket i romtemperatur i 2-3 timer. Ved analyse av DBS blir det stanset ut en disk
fra den tgrkede blodflekken, og analytten blir ekstrahert fra filterpapiret i en blanding av

organisk lgsemiddel og vann[11].

En kjent utfordring med DBS er pavirkningen av blodets hematokritverdi, dvs. den
volumfraksjon av fullblod som utgjeres av rgde blodceller. Hematokritverdien varierer
mellom individer med ulik kjenn og alder, og med forskjellige sykdomstilstand, som for
eksempel anemi og polycytemi. Den normale hematokritverdien for friske mennesker ligger
pa 35 % - 50 % [12].

3.1.1 DBS pa vannlgselige materialer

Tidlige har vannlgselige materialer i form av alginat- og kitosanskum blitt brukt som
materiale for DBS. Disse materialene En av arsakene til at det er gnsket & bruke vannlgselige

materialer til DBS er a fa fullstendig eluering av blodflekken og raskere opplgsningstid [7].



Teori
3.1.2 Karboksymetylcellulose

Karboksymetylcellulose (CMC) er et cellulosederivat med karboksymetylgrupper (-CH2-
COOH) bundet til hydroksylgruppen av glukopyranose-monomeren som til sammen utgjer
cellulose ryggraden [13]. Struktur av CMC er vist i figur 3.1.1. Egenskapen til CMC er
avhengig lengden pa cellulosekjedene og graden av forgreininger av karboksymetylgrupper.

Loseligheten av. CMC er avhengig av den gjennomsnittlige substitusjonsgraden av
hydroksylgrupper per glukoseenhet. Ved en substitusjonsgrad under 0,4 vil CMC ikke lgses
opp, men bare svelle. Nar substitusjonsgraden er over 0,4 er CMC fullstendig lgselig.
Kommersielle produkter av CMC har typisk en substitusjonsgrad mellom 0,65 — 1,45 [14].

CMC blir ofte brukt i sarbehandling og som stabilisator i mat og kroppspleieprodukter, og
som farmasgytisk hjelpestoff [15].

OR "

Figur 3.1.1: Struktur av CMC, R=H eller R=CH,COOQOH.

3.2 Separasjon og deteksjon v.h.a
vaeskekromatografi og massespektrometri

3.2.1 Vaeskekromatografi

Et HPLC-apparat inneholder vanligvis et reservoar av mobilfase, pumpe, en injektor, en
separasjons kolonne, og en detektor. Omvendt fase veeskekromatografi er den mest brukte
metoden til & separere komplekse peptidpraver [16]. | omvendt-fase-kromatografi er den

stasjoneere fasen hydrofob, og mobilfasen er en vandig lgsning. Ved hydrofobe interaksjoner



mellom peptider og den stasjonere fasen, vil forskjellige peptider kunne bli separert ut ifra
ulik hydrofobisitet.

NanoLC-MS er et viktig steg innen identifisering av peptider, og i det siste har utviklingen
gjort det lettere & analysere mer komplekse prgver [16]. Fordeler med nedskalering av LC
systemet er at det gir gkt sensitivitet i seperasjon i forhold til konvensjonelle HPLC i tillegg til

reduksjon av mengde mobilfase som trengs for analyse [17, 18].

3.2.2 Massespektrometri

Massespektrometri er en analytisk metode der analytter blir ionisert og omdannet til ladede
ioner, som deretter blir separert og detektert ut ifra deres forhold mellom masse (m) og
ladning (z). Et massespektrometer bestar av tre hovedkomponenter: en ionekilde hvor stoffet
blir introdusert ladede ioner fra LC til MS, en masseanalysator hvor stoffene blir separert etter
m/z-verdier og en detektor som produserer signaler basert pa ioner som blir fanget opp. Det
finnes mange typer massespektrometere, men felles for alle er at det brukes et magnetisk-

og/eller elektriskfelt for & drive de ladede ionene videre.

lonekilde — elektrosprayionisering

Etter at analyttene er separert fra HPLC, fgres prgven videre inn i ionekilden i en flyktig
vaeskestrgm for & ioniseres [19]. Elektrosprayionisering (ESI) er en myk ioniseringsteknikk
som ofte blir brukt i massespektrometri for & ionisere makromolekyler til sma draper ved bruk
av en elektrospray som genererer hgy spenning for  lage en aerosol fra en vaske [20, 21].
Prinsippet bak ESI er at veaeskestremmen fra HPLC-kolonnen passeres gjennom et trangt
kapilleerrer med hgy spenning (2-5 kV) slik at det dannes en sky av sma draper med elektrisk
ladning der veesken etter hvert fordampes (figur 3.2.1). | dette prosjektet blir det brukt

nanoESl.

Konvensjonell ESI brukes i kombinasjon med kapiller og konvensjonell HPLC brukes en
hgyere flowhastighet (10 pL/min — 1 ml/min) i sammenligning med nanoESI [22]. Det hgye
volumet av veske trenger dermed mer tagrkegass og varme til fordamping fer det kan

ioniseres. | nanoESI er flowhastigheten lavere (vanligvis 10 nL/min til 1 pL/min) dermed

7
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kreves det ikke like mye tarkegass til fordamping av mobilfasen fer ioniseringen. Fordeler
med bruk av nanoESI er at sammenlignet med konvensjonelle ESI er det er et mindre vaeske
som kommer inn til elektrosprayen, og dermed vil det kunne dannes mindre aerosoldraper.
NanoESI er mer effektiv enn konvensjonelle ESI ved at det gir en gkt sensitivitet av
signalrespons  til massespektrometeret.  Analyttmolekylene dyttes videre inn il

masseanalysatoren ved hjelp av elektrisk spenning [23].

nepulizing gas
a)
drying gas
[ S—
LC flow | S~ .
| — —
electrode
4 KV
capillary inlet
b)
Nanospray tip Taylor cone Plume
Jet Droplets

PR
L= I
o W7
o " e
o
o
o

Oo:;
°0 0ok

Figur 3.2.1: a) Prinsipp for elektrosprayionisering, b) dannelse aerosol fra en nanoESI. Hentet fra [23].

Etter at ioniseringen har skjedd, vil ionene bli ledet inn i en masseanalysator der ionene vil bli
separert ut i fra forskjeller i m/z [24]. En masseanalysator har som oppgave a separere ioner.
Det finnes flere forskjellige typer masseanalysatorer og i denne oppgaven ble det brukt

trippelkvadrupol og linezer ionefelle kombinert med orbitrap som masseanalysator.

Masseanalysator - Trippelkvadrupol

En kvadrupol bestar av fire parallelle metallstaver som star i hvert hjgrne i et kvadrat, der to
og to metallstaver er koblet sammen med lik verdi (figur 3.2.2). Ved tilfgring av strem
gjennom metallstavene blir det dannet et elektrisk kvadrupolfelt. Det elektriske feltet virker
som et filter slik at kun visse ioner passerer gjennom feltet, basert pa deres m/z-verdier [25,
26]. Ved a variere pa spenningen vil ioner med forskjellig masse kunne slippe igjennom

kvadrupolfeltet og registreres av detektoren [19].



Figur 3.2.2. Skisse av kvadrupol hentet fra [27].

I en trippelkvadrupol ligger tre kvadrupoler etterfulgt av hverandre, der den farste kvadrupol

(Q1) og den tredje kvadrupol (Q3) selekterer og filtrerer ioner. Den andre kvadrupol (g2)

virker som en kollisjonscelle, der valgte precursor-ioner fra Q1 blir fragmentert til produkt-

ioner. lonene blir filtrert i Q3 og utvalgte ioner fares videre til detektor [26].

SRM

Valgte analytt blir separert i LC og fert videre til masseanalysatoren for fragmentering og

selektering. Selected reaction monitoring (SRM) er den mest selektive og sensitive metoden

som kan brukes ved analyse pa en trippelkvadrupol. | en SRM-metode blir et ion valgt ut i Q1

som precursor, og i Q3 velges fragmenter som spesifikk tilhgrer ionet som er blitt valgt i Q1

[28] (Figur 3.2.3).

Q1 q2

Q3

| s
=

Selektering av ion Fragmentering

Valg av fragmention

Figur 3.2.3: Selective reaction monitoring (SRM). Valg av ion som precursor i Q1 og fragmenteres i Q2. Valg av

fragmention i Q3 som skal analyseres.
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Masseanalysator — Lineaer ionefelle-orbitrap

Masseanalysatorer av typen kvadrupol og ionefelle brukes sjeldent alene som eneste
masseanalysator, men ofte i kombinasjon med en masseanalysator. LTQ orbitrap er et system
som bestar av to masseanalysatorer plassert etter hverandre, en linear ionefelle og en orbitrap,
der orbitrapen er har en hgyere opplgsning og bedre massengyaktighet [29]. Utformingen av
en linezr ionefelle er lignende som en kvadrupol, bestaende av fire parallelle metallstenger
med vekselspenning gjennom stengene for & holde igjen ionene (se figur 3.2.4). Fordelen med
en linegr ionefelle sammenlignet med en standard ionefelle er at den har en starre

lagringskapasitet av ioner [30].

= Back
Section

. A G
Section
Figur 3.2.4: Enkel skisse av en linear ionefelle [31].

| orbitrap blir ionene fanget i et elektrostatisk felt der ionene sirkulerer rundt elektroden pa
grunn av sentrifugalkreftene fra spindelen og den tiltrekkende kraften fra elektroden, og

beveger seg i bane fram og tilbake rundt aksen (Figur 3.2.5) [32, 33].

Figur 3.2.5 Skisse av orbitrap, hentet fra [34].
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3.2.3 Matrikseffekter

Matrikseffekter er en ugnsket effekt som oppstar nar komponenter i praven som ikke tilhgrer
analytten blir analysert. Denne effekten kan pavirke prgvekvaliteten og kan enten vises som

en ionesuppresjon eller ioneforsterkning [35, 36].

Matrikseffekter kan unngas ved utfarelse av korrekt praveopparbeidelse for a fjerne urenheter
som koeluerer sammen med analytten. Det er ved bruk av elektrosprayionisering at
matrikseffekter er mest utsatt for a oppsta [35]. Den eksakte mekanismen bak matrikseffekter
er ennd ikke fullstendig forstatt [37].

3.3 Aminosyrer, peptider og proteiner

Aminosyrer er byggemateriale i alle levende celler. Aminosyrer er organiske syrer som bestar
av en aminogruppe, en karboksylsyre og en sidekjede (R-gruppe), og det finnes totalt 20 ulike
aminosyrer der sidekjedene er forskjellige (Figur 3.3.1). Sammenkobling av aminosyrer til
peptider skjer mellom amino- og karboksylsyregrupper, der det oppstar en peptidbinding

mellom to aminosyrer.

[Aminogruppe}

C [Karboksylgruppe ’

‘ R — variabel sidekjede’

Figur 3.3.1 Generell struktur for aminosyrer.

Alle proteiner er bygget opp av aminosyrer, og lengden pa aminosyresekvensen avgjgr om det
er et protein eller et peptid. Lengden pa aminokjeden for peptider er kortere og er begrenset til

a inneholde rundt 50 aminosyrer.
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Teori

3.3.1 Modellanalytt: Bovint serumalbumin

Bovint serumalbumin, ogsa kjent som BSA eller fraction V, blir ofte brukt som standard i
forsgk fordi det ikke pavirker andre funksjoner hos proteiner og er et rimelig produkt a
produsere, da store mengder blir utvunnet fra bovint blod. Struktur av BSA er vist i Figur
3.3.2.

Figur 3.3.2: Tredimensjonal struktur av BSA, hentet fra [38].

3.4 Analyse av proteiner vha LC-MS/MS

3.4.1 Bottom-up-strategi

| prinsippet finnes det to metoder & utfare en proteinanalyse pa, enten ved a analysere hele
proteinet intakt, eller ved & utfgre en proteolyse, der proteinet blir brutt ned til mindre peptider
ved bruk av enzymer. Den sistnevnte metode blir ofte kalt for «bottom-up»-analyse, og er den
mest brukte metoden for analyse av komplekse proteinprgver (Figur 3.4.1) [39]. Forskjellige
typer enzymer (proteaser) har ulik spesifisitet og effekt, og i det fleste «bottom-up»-analyser
blir trypsin brukt som enzym, pga. av dets spesifisitet. En av fordelene med en «bottom-up»-
prinsippet er at det gir en bedre «FRONT-END» seperasjon av peptidene og hgyere
sensitivitet, sammenlignet med & analysere hele proteinet intakt. En ulempe ved utfgrelse av
«bottom-up» er at det ikke alle peptider blir detektert pa grunn av modifikasjoner under

proteolysen, i tillegg kan Kklipping ved feil posisjon pad proteinet oppsta [32].

A \‘l\-’ 2
Bottom-up @3‘1‘ §~ i }( R Xt g L e
proteomics 2 %} ooy ey MM N > o
A
Digestion Time

1. 2. 3.

Intensity,

Figur 3.4.1: Fremgangsmate for utfgrelse av «bottom-up»-strategi: 1. Tryptisk klipp av proteinet,

2. seperasjon av peptider, 3. MS analyse av spesifikke peptider. Figur modifisert fra [39].
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Far et protein kan spaltes til peptider, ma proteinet gjennom en prosess for & klargjeres til
klipping. Dette involverer redusering og alkylering av disulfidbindinger. For at trypsin skal
veere tilgjengelig ved klippestedet, ma den tredimensjonale strukturen av proteinet bli brutt
opp. For & bryte disulfidbindinger blir det som oftest brukt ditiotretiol (DTT) som
reduseringsreagens, ofte i kombinasjon med hgy temperatur. For at disulfidbindingene ikke
skal gjendannes blir det tilsatt et alkyleringsreagens for & mette sulfhydryl-gruppene. Ofte
benyttes 2-jodeddiksyre (IAA) som alkyleringsreagens. Trypsin spalter ved karboksyl-
terminalen (C-terminalen) av aminosyren arginin og lysin, men ikke hvis aminosyren prolin

kommer etter [40].

3.4.2 Prgveopparbeidelse av proteiner i vannlgselig DBS

Praveopparbeidelse er et viktig trinn innen LC-MS-basert proteinanalyse pa grunn av
biologiske prgvematrikser ofte inneholder komplekse blandinger av proteiner og peptider.
Ved opplgsning av CMC, vil lgsningen inneholde blodkomponenter, analytt og opplest
cellulose, dermed trengs det & utfgre en prgveopparbeidelse fer prevelgsningen er klar til

injisering i LC-MS.

Det har tidligere blitt gjort to forsgk med CMC som vannlgselig DBS-medium. | det ene
arbeidet ble humant koriongonadotropin (hCG) brukt som modellanalytt [6]. Etter opplasning
av CMC ble det gjort en omfattende preveopparbeidelse med fokus pd immunoaffinitet far
Klipping av proteinet. Det ble deretter utfart en oppkonsentrering av prgvelgsningen ved bruk

av SPE far injeksjon.

| det andre forsgket ble det brukt insulin som proteinanalytt pA CMC [9]. Insulin er et lite
protein som ikke trenger & klippes far injisering. Her ble en enkel prgveopparbeidelse med
proteinfelling med acetonitril brukt til fjerning av CMC-materialer og matrikskomponenter. |
tillegg har CMC vist & ha fordeler med a fremme effekten av proteinfellingen og gitt renere
praver [9].
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Teori

3.4.3 Proteinfelling

Blod er en kompleks blanding som bestar av 55 % plasma, 45 % rgde blodceller og ca. 1 %
hviteblodceller. Resterende er proteiner, sma uladede forbindelser og ioner. Proteinfelling er
en preveopparbeidelsesmetode som kan fjerne proteiner og andre forbindelser i en prove far
analyse. Dersom pravelgsninger blir injisert direkte uten & ha utfert proteinfelling, vil
kolonnen lettere bli tett og signalene for analysen bli mer utsatt for matrikseffekter.

Det finnes fire hovedgrupper av reagenser som kan brukes til & felle proteiner, syrer,
organiske lgsningsmidler, mettede saltlgsninger og ved bruk av metallioner [41]. Eksempler
pa reagenser som ofte blir brukt til felling er metanol, acetonitril og trikloreddiksyre [19].
Acetonitril er funnet til & veere den mest effektive organiske lgsningsmiddelet til bruk ved

proteinfelling [41].

Proteinfelling er en rask og enkel prgveopparbeidelse for opprensning av prgvelgsninger for
fjerning av ugnskede forbindelser fra blodet. En ulempe med proteinfelling er at i blodet
finnes det albumin, som er en Kkjent barer av enkelte proteiner og hormoner, og ved fjerning

av disse proteinene kan det fores til tap av gnsket biomarker [42].
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4 Materialer

4.1 Kjemikalier, analytter og utstyr

Tabell 4.1 til og med 4.5, lister opp kjemikalier, analytter og utstyr benyttet i denne oppgaven.

Tabell 4.1: Kjemikalier

Kjemikalier Kvalitet Produsent By/land
Acetonitril Hypergrade for LC-MS Merck Darmstadt, Tyskland
Ammoniumbikarbonat (ABC) Bioultra >99,8 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Bovint Serumalbumin (BSA) >96 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
DTT (1,4-ditiotretiol) >99 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
IAA (2-jodeddiksyre) ~99 % Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Maursyre ~98 %, for mass Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
spectrometry
Metanol Hypergrade for LC-MS Merck Darmstadt, Tyskland
Trypsin fra bovin pankreas TPCK behandlet Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Tabell 4.2: Utstyr til trippelkvadrupol
Utstyr Modell Produsent By/ lamd
Autosampler/-injektor WPS-3000 TPL-RS Thermo Scientific | Germering, Tyskland
Filter Screen 1/16" OD 1 um Technolab Florida, USA

Masseanalysator

TSQ Quantiva

Thermo Scientific

Sunnyvale, CA, USA

Oppkonsentreringskolonne

C18 Pepmap 300 pm x 5mm,
5 um, 100 A

Thermo Scientific

Sunnyvale, CA, USA

Programvare Xcalibur v. 2.0.7 SP1 Dionex corp. Sunnyvale, CA, USA
Thermo scientific,
Chromeleon v. 6.80 SR6 Rockford, IL, USA
Pumpe MCS 3500 RS NANO Thermo Scientific | Sunnyvale, CA, USA

Separasjonskolonne

Acclaim PepMap™, nanoViper
C18, 75 ym x 15 cm, 3um, 100 A

Thermo Scientific

Amsterdam, Nederland

Tabell 4.3: Utstyr til LTQ oritrap

Utstyr

Modell

Produsent

By/ lamd

Autosampler/-injektor

WPS-3000TRS

Thermo Scientific

Sunnyvale, CA, USA

Detektor

LTQ XL / LTQorbitrap discovery

Thermo Scientific

Rockford, IL, USA

Loadingpumpe

1ISO-3100

Thermo Scientific

Sunnyvale, CA, USA

Mikropumpe LPG-3400 M Thermo Scientific | Sunnyvale, CA, USA

Oppkonsentreringskolonne | C18 Pepmap 300 um x 5mm, Thermo Scientific | Sunnyvale, CA, USA
5 um, 100 A

Orbitrap LTQ Orbitrap Discovery Thermo Scientific | Sunnyvale, CA, USA

Programvare Xcalibur v. 2.0.7 SP1 Dionex corp. Sunnyvale, CA, USA

Chromeleon v. 6.80 SR6

Thermo scientific,
Rockford, IL, USA

Separasjonskolonne

Acclaim PepMap™, nanoViper
C18, 75 pm x 15 cm, 3um, 100 A

Thermo Scientific

Amsterdam, Nederland
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Materialer

Tabell 4.4: Utstyr, ikke forbruksmateriell

Utstyr

Modell

Produsent

By/land

Analysevekt

Toledo XS205 Dual Range

Mettler Toledo

Oslo, Norge

Automatpipette

m10, m20, m100, m200,
m1000, m5000

Sartorius/Biohit

Helsinki, Finland

Hematokrit-sentrifuge

Hematokrit 4

Dan Meszansky AS

Oslo, Norge

Liten sentrifuge

Galaxy mini

VWR

Radnor, PA, USA

Mikser Thermomixer comfort Eppendorf Hamburg, Tyskland
Nitrogenavdamper Dri-Block® DB-30 Techne Staffordshire, Storbritania
Sentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf Hamburg, Tyskland
SpeedVac Spd121p Thermo Scientific Waltham, MA, USA
Vapor trap Rvt4104

Ultralydbad Ultrasonic Cleaner VWR Radnor, PA, USA
Vannrenseanlegg Integral 3 Millipore Molsheim, Frankrike
Vekt AE200 Mettler Toledo Oslo, Norge

Tabell 4.5: Utstyr, forbruksmateriell

Utstyr Modell Produsent By/land
Eppendorfrar, LoBind | Protein LoBind tube 1,5 mL | Eppendorf AG Hamburg, Tyskland
(for proteiner) 0g 2,0 mL

Hematokrit- Baxter Baxter Scientific Deerfield, IL, USA
kapillerrar

Korker til vialer Hvite Nerliens Meszansky Oslo, Norge

Micro-insert

31x6mm, 0,1 mL, clear glass

VWR International

Leuven Belgia

Pipettespisser

Optifit (10 pL, 200 pL)

Finntip® (5 mL)

Sartorius

Thermo Scientific

Helsinki, Finland

Vantaa, Finland

Sentrifugergr

15 mL med skrukork

VWR International

Leuven, Belgia

Vialer

32x11,6 mm

Nerliens Meszansky

Oslo, Norge

4.2 Blod

Fullblod ble donert av friske, frivillige fra Farmasgytisk institutt. Blodet ble tappet i rar tilsatt

antikoagulasjonsmiddelet EDTA. Blodet ble porsjonert i mindre eppendorfrar og lagt til

frysing, og ble tint far bruk. Nytappet blod ble brukt til hematokrit-forsgket.

4.3 Materiale for dried blood spots

Blod ble avsatt pa Aquacel® Hydrofiber®, fra ConvaTec, Deeside Storbritannia.
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4.4 Lgsninger

4.4.1 Lagsninger

50 mM ABC-buffer
39.53 mg av terrstoff veies ut, og lgses i 10 mL ionebyttet vann. Bufferen lages ny for hver

laboratoriedag.

20 mM maursyre
En kolbe fylles nesten helt fylt med ionebyttet vann, deretter tilsettes

75,4 pL konsentrert maursyre. Kolben fylles til 100 mL med ionebyttet vann.

BSA-lgsning
1 mg/mL: 1 mg av tarrstoff veies ut, og lgses i 1 mL ABC-buffer.
100 pg/mL: Tas ut 100 pL av 1 mg/mL lgsning av BSA og blandes med 900 uL ABC-buffer.

4.4.2 Lasninger til tryptisk proteolyse

Reduseringsagens

Utveid terrstoff oppbevares i kjgleskap, lasningen lages rett far bruk.
50 mM: 7.7125 mg av tgrr DTT veies ut, og lgses i 1 mL ABC-buffer.
500 mM: 7.7125 mg av terr DTT veies ut, og lgses i 100 pL ABC-buffer.

Alkyleringsreagens

Utveid terrstoff oppbevares markt i fryser, og lgsningen lages rett far bruk
200 mM : 37.19 mg av tarr IAA, som ble lgst i 1 mL ABC-buffer rett far bruk.
2000 mM: 37.19 mg av terr IAA, som ble lgst i 100 uL ABC-buffer rett far bruk

Trypsinlgsning

Bruker 50 pg/mL trypsin til in-solution-proteolyse, og 1 mg/mL trypsinlgsning i

opplasningsmediumet av DBS.

1 mg/mL.: Veier ut 1 mg trypsin i eppendorfregr og tilsetter 1 mL ABC-buffer.
50 pg/mL: tar ut 50 pL av trypsinlgsning 1 mg/mL og tilsetter 950 uL ABC, blander godt.
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Materialer

4.4.3 Mobilfase

Det ble benyttet 4 lgsninger i denne oppgaven: 3 mobilfaser og loading buffer.

Mobilfase A bestod av 95 % 20 mM maursyre og 5 % ACN, mobilfase B bestod av 95 %
ACN og 5 % maursyre, vaskelgsning bestod av 70 % MeOH og 0.02 % maursyre, og loading
buffer bestod av 98 % 20 mM maursyre og 2 % ACN.

Mobilfase A: Lagde 100 mL av 20 mM maursyre, tok ut 5 mL av lgsningen og erstattet med 5
mL ACN.

Mobilfase B: Malte opp 95 mL ACN, og tilsatte 5 mL 20 mM maursyre.
Vaskelgsning: 20 mM maursyre i 75 mL i ionebyttet vann, fylte 175 mL med metanol.
Loading buffer: Lagde 250 mL 20 mM maursyre, 5 mL tas ut og erstattet med 5 mL ACN.

Lasningene settes pa ultralydbad i 5-10 minutter for a fjerne luftbobler.
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5 Metoder

5.1 Prgvepasetting og opplgsning av spot

5.1.1 Prgvepasetting pa materiale

En drape fullblod pa 5 pL blir avsatt pA CMC prgven tarkes i romtemperatur i minst 2 timer.

5.1.2 Opplegsning av DBS

Hele blodflekken klippes ut og overfares til eppendorfrer. 180 uL ABC-buffer tilsettes, og
prgven ristes pa mikser ved 2000 rpm til blodflekken er opplgst.

5.2 Proteolyse

5.2.1 In-solution-proteolyse

Konsentrasjon av BSA som skal klippes er 1 pg/mL
1. Tarut 10 pL av 100 pg/mL BSA-lgsningen, og tilsetter 990 uL ABC-buffer.

2. 3 uL 50 mM DTT-lgsningen tilsettes og praven ristes pa mikser i 15 minutter ved 60
°C.

3. Praven avkjgles far 5 uL 200 mM IAA tilsettes og praven settes mgrkt i 15 minutter.

4. 10 pL trypsin (50 pg/mL) tilsettes og preven settes til proteolyse i mikser over natt
ved 37 °C.
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Metoder

5.2.2 Proteolyse av DBS

1. Etter opplasning av blodflekker, tilsettes 4 uL 500 mM DTT, og ristes pa mikser i 15

minutter ved 60 °C.

2. Pravene avkjgles til romtemperatur og tilsettes 6 pL 2000 mM IAA. Prgvene settes

mgrkt i 15 minutter.

3. 10 pL 1 mg/mL trypsin tilsettes og prevene ristes pa 37 °C over natt.

5.2.3 Matriksfelling

Etter proteolyse, settes pravene i kjaleskap for avkjaling. Deretter ble prgvene renset opp med

felgende prosedyre.

1. 1000 pL iskaldt ACN tilsettes prgven, og ristes godt, deretter settes prgven i fryser i

15 minutter.

2. Pravene sentrifugeres 14000 rpm i 10 minutter. 500 pL av supernatant overfares til

nytt eppendorfrar, og dampes inn pa SpeedVac ved 40 °C.

3. Pravene relgses i 50 L 20 mM maursyre, ristes godt, og deretter sentrifugert ved

14000 rpm i 10 minutter. 30 pL prove overfares til vial og analyseres.

Hele prosedyren for preveopparbeidelse av DBS er vist i Figur 5.2.1:

0000
0000

S
1. 2. 3. 4. 5. 6.

Figur 5.2.1: 1. De tarkede blodflekkene klippes ut og overfares til eppendorfrar tilsatt 180 uL ABC-buffer

2. DBS lgses opp og 4 uL DTT tilsettes og legges i 60 °C i 15 minutter. 6 uL IAA tilsettes og leggs markt i 15
minutter. 10 pL trypsin tilsettes og legges i 37 °C over natt 3. 1000 uL iskald ACN tilsettes, og sentrifugeres

14 000 rpm i 10 minutter 4. 500 pL supernatant overfgres til nytt rer, og dampes inn i vakuum i 40 °C 5. Prgven
relgses i 50 UL maursyre og sentrifugeres 14 000 rpm i 10 minutter 6. 30 pL av preven injiseres til analyse pa
LC-MS.
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5.2.4 Tillaging av blod med BSA

Det frosne blodet ble tint opp fer bruk og tilsatt analytt til gnsket konsentrasjon. Det ble tatt i
utgangspunktet tillaging av blod spiket med BSA til en konsentrasjon pa 500 pg/mL. Det ble
veid ut 5 mg BSA og lgst i 1 mL ABC-lgsning. 40 pL BSA 5 mg/mL ble tilsatt 360 pL blod

og ristet godt pa mikser.

5.2.5 Tillaging av hematokritblod til hematokritforsgk

Det ble farst malt hematokritnivaet i fullblodet. Dette ble gjort ved a fylle et kapillarrgr med
blod, deretter sentrifugeres reret i hematokrit-sentrifugen i 2 minutter. Ut i fra forholdet
mellom plasma og rede blodceller, kunne blodets hematokritverdi bestemmes ved hjelp av
tilhgrende maledisk (Figur 5.2.2). Blodet som ble malt hadde en hematokritverdi pa ca. 0,48.
For a regulere blodets hematokritverdi til & bli 0,2, 0,4 og 0,6, ble plasma fjernet eller
tilsatt[43].
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Figur 5.2.2: Hematokritmaling ved hjelp av linjalskive.

Plasma som skulle tilsettes blod for & redusere hematokritverdien ble tilgjengelig ved a
sentrifugere 5 mL fullblod i et sentrifugerer i 5 minutter med en hastighet pa 2000 rcf. Blodet

ble skilt i to lag, med plasma liggende pa toppen, og rede blodceller pa bunnen.
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Metoder

Hematokrit 0,6: 1,5 mL fullblod ble overfart til et eppendorfrer, og deretter sentrifugert i 5
minutter med 2000 rcf. For & lage blod med et hematokritniva pd 0,6 fra fullblodet med
hematokritverdi pa 0,48, matte 300 pL plasma fjernes. Til slutt ble eppendorfraret ristet godt
for & blande blodet.

Hematokrit 0,4: 1 mL fullblod med hematokritniva pa 0,48 ble pipettert over et eppendorfrer,
og deretter tilsatt 200 pL plasma. Eppendorfraret ble ristet godt. Blodet hadde da en
hematokritverdi tilsvarende 0,4.

Hematokrit 0,2: 0,5 mL fullblod ble pipettert over pa et eppendorfrar, og deretter tilsatt 700

UL plasma for a lage ny hematokritniva pa 0,2.

5.3 LC-MS analyse av BSA

5.3.1 Instrumentelle betingelser

Nano LC- Trippelkvadrupol

% mobilfase B
ul
o

Tid (minutter)

Figur 5.3.1: Fremstilling av gradienteluering: Analysen startet med 0 % mobilfase B i 3 minutter, med en
flowhastighet pa 0,300 pL/min. Etter 3 minutter gkes mengde mobilfase B linezrt fra 0 % til 40 % i lgpet av 48
minutter. Deretter gkes til 100 % B pa 0,1 min og holdes sa konstant i 2 min, far det gar tilbake til 0 % B og
forblir slik ut analyse tiden. Total analysetid 61 minutter.
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5.3.2 MS-parametere

Trippelkvadrupol

Disse betingelsene ble brukt ved analyse pa trippelkvadrupol:

lonisering:

Spray voltage:
Kapillaertemperatur:
Kollisjonsgass:
Kollisjonsgasstrykk:
Q1 opplasning:

Q3 opplasning:

NSI, Positive

1800 V, positive mode

350 °C

Argon

1.5 mTorr

0.7

0.7

Oversikt over valgte precursor og produkter er vist i Tabell 5.3.1.

Aminosyresekvens Precursor (m/z) | Produkt (m/z) Kollisjonsenergi
V)
LVNELTEFAK 582.3 213.2; 596.4; 9515 17V
HLVDEPQNLIK 653.3 841.5; 956.5; 956.5 17V
LGEYGFQNALIVR 740.4 387.3; 813.5;1017.6 |23V
DAFLGSFLYEYSR 784.4 334.1;717.3; 11215 |23V

Tabell 5.3.1: SRM-metode for analyse av BSA pa trippelkvadrupol. Tidsrom for scanning av SRM-overgangene
var lik for alle sekvensene, start pa 3. minutt og slutt ved 58. minutt.

LTQ Orbitrap

lonisering:
Kapillertemperatur:

Forstgvergass:

Forstavergasshastighet:

Tarkegass:

Positive mode
275 °C
Nitrogen (N2)
9 units

Nitrogen (N>)
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Metoder

CID-energi: 3BV
Kollisjonsgass: Helium (He)

Deteksjon av spesifikke peptider pa linear ionefelle ble gjort med full scan i omradet m/z
250-2000, samtidig ble det gjort datadependent MS/MS-scan for peptidene som hadde

signalintensitet over 1,0x10°.

5.4 Databaser og dataverktagy

5.4.1 ProteinProspector

For a finne ut av hvilke fragmenter som BSA i teorien kan bli spaltet til, blir det gjort en in-
silico fragmentering ved hjelp av proteomikkverktgyet ProteinProspector (v 5.16.0).
Resultatet vises i en tabell for de teoretiske mulige aminosyresekvenser og tilhgrende m/z-

verdier for peptidene.
Fremgangsmate for utfgrelse av sgk:

1. Velger MS-digest, under Peptide/Proteon MS utility programs

2. Under Database velges SwissProt.2015.3.5

3. Velger Trypsin under Digest

4. Under Max. Missed cleavages velges 0

5. Under Constant Mods velges Carboxymethyl (C)

6. Ved List of entries legges inn ID-nummeret til peptide, P02769 for BSA

7. Under Peptid mass legges inn gnsket intervall for m/z-verdier (f.eks 800-4000)
8. Hakes for Report Multiple Charges

9. Trykk Perform Digest
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5.4.2 BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) er en programvare som ved bruk av algoritmer
kan sammenligne aminosyresekvenser fra ulike organismer sgkt opp mot proteindatabaser.
Algoritmen gir statistiske verdier (E-verdi og bit score) som viser hvor selektiv og spesifikk
aminosyresekvensen er for proteinet, og dermed en mate a finne mulige signaturpeptider for
proteinet. E-verdi sier om sannsynligheten for at aminosyresekvensen ved en tilfeldighet
forekommer i peptidet. Lavere e-verdi indikerer pa at treffet er mer signifikant. Bit score viser
likheten mellom sgkesekvensen med en kjent sekvens fra databasen, hgy score indikerer pa

hay spesifisitet [44].
Fremgangsmate for utfaring av sgk:
1. Trykker pa protein blast
2. Legger inn proteinsekvensen under Enter accession number
3. Velger organisme for sgk, under Organism (f.eks. Human, Bovine, Mouse)

4. Trykker BLAST

5.4.3 Proteome Discover

Proteome Discover er en programvare fra Thermo Scientific™ som brukes til 8 sammenligne
ramaterialet fra massespektrometeret til & identifisere og kvantifisere proteiner som er blitt

fragmentert fra proteolysen.
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Resultater og diskusjon

6 Resultater og diskusjon

6.1 Kartlegging av potensielle signaturpeptider

Valg av signaturpeptid er det mest kritiske steget ved utvikling av en metode. Et
signaturpeptid skal veare et unikt peptid for det proteinet som skal analyseres og det ma kunne
detekteres pd MS [45]. Det er fordel at signaturpeptidene som blir valgt ikke inneholder
aminosyrer som er lett utsatt for post-translasjonsmodifikasjoner, eksempler pa aminosyrer
som er ekstra utsatt for PTM er cystein, metionin og tryptofan [45]. Sekvens av BSA er vist i
figur 6.1.1.

Figur 6.1.1: Aminosyresekvens av BSA.
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RLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDL
LECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLT
ADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEEC
CAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRK
VPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDY LSLILNRLCVLHEKTPVS
EKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQ
TALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQ
TALA

6.1.1 Potensielle signaturpeptid

Det ble gjort en in-solution-proteolyse av BSA med konsentrasjon pa 5 pg/mL som ble kjert
pa LTQ orbitrap. Dette for a kunne finne alle peptider som stammer fra BSA. Ved bruk av
Proteome Discover kan vi se hvilke peptider som er blitt funnet. Peptidsekvensene ble ogsa
lagt inn pa BLAST, og pa denne maten finne ut om hvor spesifikke peptidene er for BSA.
Oversikt over bit-score og E-verdi for aktuelle peptider er vist i Tabell 6.1.1. Potensielle
signaturpeptider matte ikke inneholde «missed cleavage» og det var viktig at
signaturepeptidene som ble valgt matte gi hgy signalintensitet, dette for & oppna lavest mulig
LLOQ.
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Tabell.6.1.1: Oversikt over sette signaturpeptid med intensitet, med tilhgrende signalintensitet. 4 mulige

signaturpeptider er markert i rgdt. Bit score og E-verdi er hentet fra BLAST, og er forklart i avsnitt 5.4.2.

Aminosyresekvens MH+ m/z (ladning) | Missed Signal- Bit E-verdi
cleavage | intensitet score

AEFVEVTK 922.48693 | 461.747 (+2) 0 2,87*10° 28.2 0,58
YLYEIAR 927.49285 | 464.250 (+2) 0 9,29*10° 27.4 0,98
DLGEEHFK 974.45624 | 974.456 (+1) 0 8,08*10° 29.5 0,23
LVVSTQTALA 1002.58287 | 501.795 (+2) 0 9,47*10° 32.0 0,042
QTALVELLK 1014.61882 | 507.813 (+2) 0 6,19*10° 30.3 0,13
KQTALVELLK 1142.71477 | 571.861 (+2) 1 1,02*10’ 33.3 2,9
LVNELTEFAK 1163.63237 | 582.319 (+2) 0 5,75*10" 34.6 6,0¥10°
FKDLGEEHFK 1249.61894 | 625.313 (+2) 1 7,50*10° 36.3 0,30
HPEYAVSVLLR 1283.71123 | 642.359 (+2) 0 1,12*10° 38.4 4,0%10"
HLVDEPQNLIK 1305.71623 | 653.361 (+2) 0 5,14*10" 39.2 2,0¥10"
TVMENFVAFVDK 1399.69341 | 700.350 (+2) 0 7,11*10° 43.1 1,0*10°
RHPEYAVSVLLR 1439.81133 | 720.409 (+2) 1 4,45*10° 41.8 4,0%10°
LGEYGFQNALIVR 1479.79570 | 740.401 (+2) 0 7,03*10’ 44.8 4,0%10°
VPQVSTPTLVEVSR 1511.84221 | 756.424 (+2) 0 8,569*10° 46.0 2,0¥10°
DAFLGSFLYEYSR 1567.74297 | 784.375 (+2) 0 2,58*10" 46.0 3,0¥10°
KVPQVSTPTLVEVSR 1639.93938 | 820.473 (+2) 1 1,67*10’ 49.0 3,0¥10”
HPYFYAPELLYYANK 1888.92961 | 944.968 (+2) 0 1,22*10° 55.4 1,0*10”
DAIPENLPPLTADFAEDK 1955.96050 | 978.483 (+2) 0 1,43*10° 60.4 3,010
RHPYFYAPELLYYANK 2045.02750 | 682.347 (+3) 1 1,32*10° 55.4 1,0*10”

Valg av signaturpeptider ble farst og fremst basert pa signalintensiteten til peptidene, men

ogsa at peptidene var spesifikke for BSA. Peptidene matte ikke finnes i human matriks, for

modellanalytten vil bli analysert fra humant blod.

Blant de mulige peptidene ble det funnet 4 mulige signaturpeptider som tilfredsstilte

Kriteriene:
Peptidsekvens
LVNELTEFAK
HLVDEPQNLIK
LGEYGFQNALIVR
DAFLGSFLYEYSR

m/z

582.319
653.361
740.401
784.375

Det var disse fire peptidene med m/z 582.3, 653.3, 740.4, 784.4, som ble brukt i arbeidet

videre.
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Resultater og diskusjon

Figuren under (figur 6.1.2) viser bekreftelse av peptidet med m/z= 740.4, tilsvarende

framgangsmate for signaturpeptid 582.3, 653.3, 784.4 ligger i vedlegg 1.
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Figur 6.1.2: Kromatogram for tryptisk klipp av BSA in-solution lgsning analysert pa LTQ orbitrap.

Figur 6.1.2 og 6.1.3 viser fremgangsmate for identifisering av valgte signaturpeptid. Fra figur

6.1.2 vises kromatogram av BSA in-solution proteolyse pa LTQ orbitrap, med signal ved

tr=31.84 med hgyest intensitet markert i rgdt. I samme figur blir det vist massespekteret til
signal ved tz=31.84.

| figur 6.1.3 blir det vist MS/MS-spekteret til m/z 740.4, fra peptidet som ga det hgye signalet

ved tr=31.84. Fragmentene stemte overens med de teoretiske fragmenter for m/z 740.4 fra

ProteinProspecter, dette bekrefter at peptidet som er blitt indentifisert stammer fra BSA.
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Figur 6.1.3: MS/MS-spekteret og aminosyresekvensen for LGEYGFQNALIVR (m/z 740.4). Peptidryggraden og
mulige fragmenteringsomrader er vist gverst.

6.2 Utvikling av trippelkvadrupol-metode

De fire peptidene med hgyest signalintensitet og god spesifisitet fra LTQ orbitrap-kjgringene
ble tatt med videre til trippelkvadrupol for & utvikle en analysemetode av BSA pa TSQ

Quantiva.

6.2.1 Productscan

En in-solution-proteolyse av BSA ble analysert med productscan pa TSQ for & undersgke om
valgte signaturpeptider ga samme fragmenteringsmgnster pa TSQ som i LTQ-orbitrap.
Fordelen med & utfgre en product ion scan er at dette gir alle mulige ioner som fragmenteres
fra et spesifikt peptid som blir valgt ut i farste kvadrudpol. Det ble valgt 7 fragmentioner med
hayest intensitet pa TSQ for a optimalisere. Det ble forsgkt & variere kollisjonsenergien fra
10V — 30V for a se hvilken spenning som ga best fragmentintensitet.

Ut ifra productscan resultatet fra figur 6.2.1, ble det valgt ut tre fragmentioner for
signaturpeptid 740.4 som ga hgyest signalintensitet: 1017.6 (y9), 813.5 (y7), og 387.3 (y3).
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Figur 6.2.1: Signalintensitet til sju utvalgte ioner fra signaturpeptid 740.4, analysert i productscan med 5 ulike

kollisjonsenergi, n=3.

Optimal kollisjonsenergi for peptid 740.4 ble funnet til a ligge mellom 20V - 30V. Lignende

forsgk ble ogsa gjort for de tre andre signaturpeptidene (vedlegg 2). Resultatet av denne

optimaliseringen er vist i Tabell 6.2.1.

Tabell 6.2.1: Oversikt over signaturpeptidene med 3 tilhgrende fragmentioner, og optimal kollisjonsenergi.

Precursor Produkt (m/z) Optimal kollisjonsenergi (V)
(m/z)

582.3 213.2 596.4 951.5 10V-20V

653.3 841.5 956.5 1168.7 10V-20V

740.4 387.3 813.5 1017.6 20V-30V

784.4 334.1 717.3 11215 20V-30V

6.2.2 SRM

Fra arbeidet med productscan, ble det valgt ut 3 tilhgrende fragmenter til signaturpeptidene,
og en SRM-metode ble optimalisert. Finjustering av kollisjonsenergien ble gjort for a finne
optimal energi. For peptidene 582.3 og 653.3 ble 14 V-19 V testet og for peptidene 740.4 og

784.4 ble et intervall pa 23 VV-28 V undersgkt.
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Fra SRM-finjustering ble det funnet at for peptidene 582.3 og 653.3 ga 17 V hgyest
signalintensitet. For peptidene 740.4 og 784.4 var optimal kollisjonsenergi pa 23 V. Oversikt
over valgte kollisjonsenergi er i tabell 5.3.1 fra kapittel 5.3.2.

Figur 6.2.2 viser deteksjon av alle 4 signaturpeptidene med tilherende fragmenter.
Fragmentforholdet som er blitt funnet i BSA in-solution proteolysen vil vaere en retningslinje
for hvordan fragmentene for signaturpeptidene skal se ut i en DBS-prgve.
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Figur 6.2.2: Kromatogram av signaturpeptidene i en BSA in-solution 10 ng/mL, med tilhgrende
fragmentmagnster for hvert av peptidene. a) peptid 582.3, b) peptid 653.3, ¢) peptid 740.4, d) peptid 784.4.

6.2.3 Kalibreringskurve BSA in-solution

For & finne hvilke nedre grenser av BSA-konsentrasjon som er mulig & detekteres i en ren
prove, ble det lagd en kalibreringskurve. Figur 6.2.3 viser Kkalibreringskurve for
signaturpeptidene som ble analysert i konsentrasjonene 0,25 ng/mL, 0,50 ng/mL, 1,0 mg/mL,
1,5 ng/mL, 2,0ng/mL, 10 ng/mL (n=2).
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Figur 6.2.3: Kalibreringskurve for peptidene i konsentrasjonsomradet 0,25-10 ng/mL (n=3).

BSA kunne detekteres ned til 0,5 ng/mL. For signaturpeptid 582.3 og 740.4 viste det en god
linearitet (r>>0,997) og for peptid 653.3 og 784.4 var linearitet r’<0,382.

6.3 Analyse av BSA fra DBS

Etter utviklingen av analysemetode av BSA i en in-solution lgsning, var neste steg a bruke
metoden til & detektere BSA fra en DBS-pragve. Ved bruk av vannlgselig DBS-materiale ble
hele blodflekken sammen med materialet lgst opp i den vandige bufferlgsningen, og hele
prgven ble tilgjengelig for videre prgveopparbeidelse. Ved tilsetting av acetonitril som
fellingsreagens, ble det forventet at bade komponenter fra blod og det vannlgselige materialet
ble fjernet [8].

Tidligere ble det bestemt hvilken konsentrasjon fra BSA in-solution som er den nedre grense

for kvantifisering. | blod vil det veere hgy konsentrasjonen av sakalte «high-abundance»
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proteiner, og disse vil undertrykke signaler for «lower-abundance» proteiner [46]. Dermed ble
en hgyere konsentrasjon av BSA brukt i de tgrkede blodflekkene for & garantere deteksjon av
BSA.

6.3.1 Innledende forsgk

Innledende forsgk ble utfert med 100 ng/mL BSA. Denne konsentrasjonen ga ikke
tilfredsstillende signaler for signaturpeptidene og konsentrasjonen ble dermed gkt til 100
ug/mL. Det ble detektert signaler ved bruk av BSA 100 pg/mL, men for & sikre en god
deteksjon av signalene ble bestemt & gke konsentrasjonen i DBS betraktelig til 500 pg/mL.

Ved analyse av BSA i DBS (figur 6.3.1) ble det detektert tre topper for peptid 582.3.
Fragmentmgnsteret for den ene toppen er lik som i BSA in-solution figur 6.2.2, men de andre
toppene hadde ulik fragmentmgnster enn tilsvarende for BSA in-solution. I tillegg overlapper

toppene for peptid 582.3 en viss grad.
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Figur 6.3.1: TIC kromatogram av DBS med BSA 100 pg/mL for peptid 582.3 Tre topper detektert for peptid

582.3 med ulik fragmentmgnster.
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Resultater og diskusjon

For a fa oversikt over retensjonstiden for signaturpeptidene og om LC/MS-en fungerte som
normalt, ble det far hvert forsgk analysert en BSA in-solution standard 0,25 pg/mL for a
bekrefte retensjonstiden. | tillegg ble samme standardpreve analysert pa slutten av sekvensen,

for & kontrollere om det har oppstatt variasjon.

For a eliminere risikoen for at de ugnskede toppene skulle komme ut samtidig som
signaturpeptid 582.3, ble det forsgkt a forlenge gradienten fra 17 min til 35 min. Endring av
gradient ga en bedre seperasjon av forurensingene for topp 582.3 fra hovedtoppen, og dermed
enklere a skille disse fra hverandre (Figur 6.3.2). For a selektere riktig toppareal for peptid,
ble fragmentmgnsteret til toppene sammenlignet med fragmentmensteret og tr for peptid

582.3 fra en BSA in-solution lgsning som ble analysert pa samme dag.
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Figur 6.3.2: Kromatogram av DBS med BSA 0,500 pg/mL DBS for peptid 582.3, tre topper detektert med ulik

fragmentmagnster.

T T
20

Time (min)

T T
30

6.3.2 DBS Kalibreringskurve

For a finne hvilke konsentrasjoner av analytt som ma vare til stede for a kunne detekteres, ble
det pravd a lage en standardkurve for DBS med BSA i konsentrasjoner: 10 pg/mL, 25 pg/mL,
50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL, og 500 pg/mL (n=2). Resultatet for kalibreringskurven

for BSA i DBS er vist i Figur 6.3.3.
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Figur 6.3.3: Kalibreringskurve for signaturpeptid 582.3 og 740.4 i DBS, BSA konsentrasjon 50 pg/mL — 500

pg/mL (n=2).

Kalibreringskurven viser kun resultater for konsentrasjonene 100 pg/mL, 200 pg/mL og 500

pg/mL. For konsentrasjoner under 100 pg/mL var stgyen like stor som signaltoppene, og

analytten var vanskelig & detektere. Korrelasjonskoeffisienten, r?, for linjen til peptid 740.4

ble beregnet til 0,9996 (fra Figur 6.3.3). Selv om regresjonslinjen var tilneermet linezr, viste

det en stor variasjon mellom toppareal for de to parallellene (Tabell 6.3.1). Det ble videre

undersgkt hvor denne variasjonen kunne oppsta.

Tabell 6.3.1: Toppareal for peptid 740.4 for konsentrasjonen 100 pug/mL, 200 pg/mL, 500 pg/mL (n=2).

Toppareal for Parallell 1 Parallell 2
peptid 740.4

100 pg/mL 72520 232063
200 pg/mL 348766 352156
500 pg/mL 876741 1146281
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Resultater og diskusjon

Etter arbeidet med & finne signaturpeptid og arbeid med DBS, ble det bestemt a ikke bruke
resultatet fra peptid 653.3 og 784.4 i og med at resultatene var varierende. Det er kun peptid
740.4 som gir Kklare signaler i alle forsgk, og det er dette peptidet som blir brukt som hoved
peptid ved tolking av resultater. Samme analysemetode med alle 4 signaturpeptidene ble brukt

videre for & kontrollere resultatene.

6.3.3 Repeterbarhet

Repeterbarhet, malt i RSD (%), sier noe om i hvilken grad av spredning for en maling av
gjentatte analyser som blir utfgrt med samme betingelser. | FDA (Food and Drug
Administration) sine krav til validering av analytiske metoder, er den godkjente RSD
variasjonen for en metode pa 15 %. Ved enkelte forsgk med maling av BSA fra vannlgselig
DBS har RSD for signaturpeptidene variert fra 15,5 % til 60,2 %. Derfor var det gnskelig a
optimalisere prgveopparbeidelsen slik at metoden for analyse av DBS pa det vannlgselige

materialet blir mer robust.

6.4 Optimalisering av metode

Det var mistenkt at problemet med varierende RSD enten kunne oppsta under
prgveopparbeidelsen, eller som et problem som matrikseffekter. Det ble derfor videre fokusert
pa optimalisering av bade prgveopparbeidelse og analysemetode for & fA mer reproduserbare

resultater.

6.4.1 Forlengelse av gradient

Pragven som analyseres inneholder proteiner og andre komponenter fra blod som kan pavirke
deteksjonen av analytten. Et forsgk pa a bedre RSD var a forlenge gradienten for a fa en bedre
separasjon av peptidene fra forurensingene. Gradienten var opprinnelig pa 17 min og ble
forlenget til 35 min for & separere koeluerende topper som diskutert i avsnitt 6.3.1. Gradienten
ble na ytterligere forlenget til 60 min for a bedre standardavvikene. Det virket ikke som om at
endring av gradient ga bedre repeterbarhet for metoden. Den nye gradienten ble brukt videre
fordi det var mer gunstig & bruke en lengre gradient for a bedre separasjonen av peptidene og
koeluerende forurensninger [47]. En artikkel fra en annen forskningsgruppe som arbeider med

DBS og proteiner har ogsa en lang gradient for a separere peptidene [48].
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6.4.2 Monitorering av de ulike trinnene i prgveopparbeidelse

For & finne ut av hvor problemet med varierende RSD I3, ble det forsgkt & endre nar
tilsettingen av BSA i de forskjellige trinnene av prgveopparbeidelsen. Vanligvis ble uklippet
BSA tilsatt blodet fgr spotting av DBS, men i disse forsgkene ble klippet BSA tilsatt i 4
forskjellige stadier av prgveopparbeidelsen (Figur 6.4.1):

1. BSA tilsatt etter tryptisk klipp.

2. BSA tilsatt etter proteinfelling.

3. BSA tilsatt etter inndamping.

4. BSA tilsatt til maursyre rett far injeksjon.

Mengde av BSA som ble tilsatt i de ulike trinnene ble satt til & vaere lik den teoretiske
konsentrasjonen i prgvelgsningen ved 100 % utbytte. Det ble tatt i utgangspunktet i at
konsentrasjonen av BSA i spiket blod avsatt pa DBS var 500 pg/mL BSA. Ved tilsetting av
teoretisk mengde BSA i hvert av trinnene, kan resultatene fra trinnene sammenlignes og
dermed gi en antydning til hvilket trinn av preveopparbeidelsen som farer til stgrst variasjon i
resultatene. Dette kan gi indikasjon pa hvilke trinn i prgveopparbeidelsen som gir eventuell

tap av analytt. Prosedyren for pregveopparbeidelse er forklart i kapitel 5, avsnitt 5.2.3.
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Figur 6.4.1: Oversikt over nar BSA ble tilsatt i de ulike forsgkene.

Det ble spottet 15 blank DBS, som skulle bli spiket med BSA i trinn 1-3. | hvert av trinnene
ble det tilsatt 10 puL klippet BSA med en konsentrasjon tilsvarende mengde spiket fullblod pa
500 pg/mL som er blitt spottet i en 5 uL blodflekk. Det ble gjort 5 paralleller for hvert trinn.

Ut i fra resultatet om hvor problemet med robustheten ligger (Figur 6.4.2), kan de se ut som at
mengde BSA minker i trinn 1 og 2 nar analytt er tilsatt fgr inndampingstrinnet. En mulig
arsak til dette kan veere at analytten blir degradert av varmen under inndampingen. Det er ikke
blitt testet om analytten er stabil ved hgy temperatur, men det er mulig & undersgke dette ved

endring av inndampingsmetode, der lavere temperatur blir brukt.
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Figur 6.4.2: Gjennomsnittlig toppareal for BSA tilsatt ved forskjellige tidspunkt av praveopparbeidelsen, ulike
trinnene er nummerert 1-4. (n=5).

Sammenligning av resultatet av trinn 3 og 4 (Figur 6.4.2) ser det ut som at ved det er mer
BSA som er blitt detektert nar analytt er tilsatt i 20 mM maursyre i forhold til ved tilsetting i
blank prevematriks med opplgst DBS. Dette kan tyde pa at det er ionesuppresjon til stedet.
Sammenligning av trinn 3 og 4 kan ogsa benyttes til monitorering av matrikseffekter. Det ser
ogsa ut til at noe analytt forsvinner under inndampingstrinnet (fra trinn 2 til trinn 3). Det er
antatt at det er flere trinn som bidrar til at robustheten av metoden svekkes.

6.4.3 Endring av inndampingsmetode

Da det sa ut som om inndampingstrinnet farte noe av variasjon i dataene i tillegg til noe tap av
analytt, ble det sett neermere pa dette trinnet i prosedyren. Ved inndamping av supernatanten,
blir det brukt varme opptil 50 °C i vakuum. Det ble tenkt at denne varmen kunne degradere
BSA, og dermed redusere mengde tilgjengelig analytt injisering. Samme
praveopparbeidelsesmetode ble utfart (beskrevet i kapittel 5, avsnitt 5.2.3), i stedet for &
dampe av supernatanten med varme i vakuum, ble nitrogengass brukt som

inndampingsteknikk med en lavere temperatur pa 40 °C. Etter inndamping ble pravene relgst i
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50 pL maursyre, sentrifugert 14000 rpm i 10 min, fer 30 pL av supernatanten ble injisert for

analyse. Figur 6.4.3 viser resultatet for prgver inndampet med nitrogengass (n=13).
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Figur 6.4.3: 500 pg/mL BSA i 5 pL DBS, dampet inn med nitrogengass, toppareal for peptid 740.4 (n=13).

Resultatet fra endring av inndampingsmetode viste en RSD pa 39.7 % for peptid 740.4 og
58,0 % for peptid 582.3. Dette viste at endring av inndampingsmetode til nitrogengass ikke
var med pa a stabilisere RSD, og at ikke inndampingstrinnet ikke var hovedproblemet.

6.5 Evaluering av vannlgselig DBS

Selv om metoden ikke var robust slik som gnsket, ble den brukt til & teste ut utbytte, stabilitet
og pavirkning av hematokrit pa det vannlgselige materialet. Det var kun brukt peptid 740.4 til

tolkning av resultatene.

6.5.1 Utbytte av opplgsningstrinnet

Det ble undersgkt utbytte av analytt etter opplgsning av vannlgselige DBS. Det er gnskelig a
sjekke dette fordi disse materialene er vannlgselige og kan i teorien gi 100 % utbytte.

For a undersgke utbytte av BSA fra vannlgselig DBS, ble det lagd 3 DBS med blod spiket
med BSA 100 pg/mL og 3 spots med 500 pg/mL. Dette ble sammenlignet med 3 blankt blod,
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der tilsvarende mengde BSA for hver av konsentrasjonene skulle tilsettes etter at DBS hadde
blitt opplast. Resultat fra utbyttetesten er vist i tabell 6.5.1.

Tabell 6.5.1 : Utbytte for peptid 740.4 fra CMC (n=3)

Peptid Utbytte 100 pg/mL Utbytte 500 pg/mL RSD 100 pg/mL RSD 500 pg/mL
DBS DBS

740.4 133,8 % 127,5% 16,70 % 6,23 %

Resultat fra utbyttetesten (Tabell 6.5.1) viser et utbytte pa 133,8 % for 100 pug/mL og 127,5 %
for 500 pg/mL. Dette indikerer pa at det vannlgselige materialet gir 100 % utbytte fra
opplgsningstrinnet, men siden utbytte er noe hgyere enn 100 % ber forsgket gjentas for et

sikrere resultat.

6.5.2 Stabilitet

Det ble undersgkt for stabilitet av DBS lagret over lengre tid pa det vannlgselige materialet.
Det ble spottet 5 spotter pa 5uL blod for 100 pg/mL BSA og 5 spotter for 500 pg/mL BSA.
Disse ble tarket pa benken i romtemperatur i 2 timer, for de ble overfert i hver sin lufttette
pose inneholdende 1 g silica gel som terkemiddel. Posene med DBS ble lagret i

romtemperatur i 2,5 uke, far spottene ble klippet ut og opparbeidet som beskrevet tidligere.

De lagrede DBS ble sammenlignet med nylig spottet BSA blod med samme konsentrasjon,
100pg/mL og 500 pg/mL, og som ogsa skulle gjennom lik preveopparbeidelse. Ut ifra
resultatet (Figur 6.5.1) kan det se ut som at mengde analytt minker over tid. Det kan veare
flere faktorer pavirker resultatet, enten at analytten faktisk degraderes pa det vannlgselige
materialet, eller at ungyaktigheter ved utfarelse av de to forsgkene kan pavirke resultatet.
RSD for DBS som er blitt lagret 2.5 uker 47,1 % og RSD pa 59,8 % for ny DBS (n=5). Heyt
RSD for DBS er blitt vist fra andre forskningsgrupper som ogsa har arbeidet med proteiner og
DBS [48]. Denne gruppen har analysert 97 proteiner pa DBS, og godkjente et RSD pa under
35 % ved bruk av DBS med integrert internstandard i metoden.
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Figur 6.5.1: DBS med BSA lagret over tid (2,5 uke) og ny spottet DBS i samme konsentrasjon, 100 pug/mL og
500 pg/mL (n=5).

6.5.3 Effekt av hematokrit

Hematokritverdien kan variere fra person til person, som diskutert i teoridelen vil dette ogsa
pavirke viskositeten. Hematokritverdien vil fare til at mengde analytt i punchet disk fra DBS

kan variere.

Det ble satt opp et forsgk der det ble tillaget blod med hematokritverdi (v/v) i prosent pa ca.
0,2, 0,4 og 0,6. Disse verdiene dekker litt over og litt under normal referanseverdi for vanlig
hematokritverdi for friske mennesker [49].

Det ble malt hematokritniva pa det tillagede blodet for a sjekke at hematokritnivaet faktisk var

lik det som skulle lages, forklart i kapittel 5, avsnitt 5.2.5.

Det ble farst forsgkt a spike blodet med BSA til en konsentrasjon pa 500 pg/mL som
tidligere, men denne konsentrasjonen ga varierende signaler, sa dermed ble forsgket gjentatt
med gkt konsentrasjon til 2000 pg/mL BSA.

Det ble spottet 30 pL blod pa det vannlgselige materialet. Det ble brukt 30 pL i stedet for 5
uL da 5 pL er mindre enn diameter pa puncheren, og dermed vil dette ikke kunne gi info om
effekt av hematokrit. Blodflekken ble Igst opp i 180 uL ABC, og deretter ble det utfgrt samme
praveopparbeidelse som tidligere (kapitel 5. avsnitt 5.2.3).
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Ut ifra resultatet (Figur 6.5.2) ser det ut som at det er mindre analytt til stedet ved lav
hematokritverdi, sammenlignet med blod med hgyt hematokritverdi. Det er forventet at
hematokrit har en pavirkning pa DBS [50], men det er litt tidlig & konkludere om hematokrit
har en effekt pa det vannlgselige materialet, da standardavvikene er hgye. Resultatene viser
likevel en trend.
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Figur 6.5.2: Blod med hematokritverdi 0,2, 0,4, og 0,6 spiket med BSA til konsentrasjon pa 1000 pg/mL.
DBS pa 30 L, punchet 3 mm disk (n=5). for peptid 740.4.

Hematokritforsgket bar gjentas etter utvikling av en mer robust analysemetode for et mer
sikkert resultat.
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Konklusjon

7/ Konklusjon

| denne oppgaven har det blitt utviklet en analysemetode for tryptiske peptider av BSA pa
LC-MS. Metoden ble benyttet til & detektere BSA fra DBS pa det vannlgselige materialet.
Den valgte prgveopparbeidelsen var ikke slik som gnsket, og ga en del variasjon av
signalintensitet for forsgkene. Det ble dermed forsgkt & optimalisere analysemetoden og
preveopparbeidelsen ved forlengelse av gradient og testing av ulike trinn av

preveopparbeidelsen.

Selv om metoden ikke var robust som forventet, ble det forsgkt a teste ut utbytte, stabilitet og
effekt av hematokrit p4 CMC. Utbyttet fra opplasningstrinnet av det vannlgselige materialet
viste et resultat over 100 %. Det hgye utbytte fra det vannlgselige materialet ma bekreftes ved
flere gjentakende forsgk. For stabilitet av analytt pa det vannlgselige materialet ble det vist at
etter lagring i 2,5 uke i romtemperatur hadde mengde analytt blitt redusert. Resultatene for
hematokritforsgket viste en pavirkning av ulik hematokritverdi pa det vannlgselige materialet,

men det kunne ikke trekkes klare konklusjoner grunnet av hgyt standardavvik.

Forsgkene om effekt pa det vannlgselige materialet bgr gjentas etter utvikling av en mer

robust prgveopparbeidelsesmetode for a kunne fa et mer sikkert resultat.
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8 Videre arbeid

| videre arbeid bar fokuset ligge pa utvikling av en robust preveopparbeidelsesmetode. Dette
kan gjares ved integrering av isotopmerket internstandard inn i metoden, slik at det lettere
oppdages hvilket trinn av prgveopparbeidelsen som medvirker til ustabilitet. | tillegg kan flere

signaturpeptider bli valgt for a sikre metoden.

Det kan ogsa utvikles tilsvarende metode for flere proteiner med ulike fysiokjemiske
egenskaper, som f.eks. starrelse, hydrofobisitet og isoelektrisk punkt, for & fa bedre kunnskap

om det vannlgselige materialet.

For a fa en renere prgve kunne det vert fordel a rense pravelgsningen ved a utfgre SPE far
injisering for & redusere matrikseffekter. Det ma tas i betraktning at gnsket

praveopparbeidelse skal vare rask og enkel & utfare.
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9 Vedlegg

Vedlegg 1

Figurene under viser productscan av signaturpeptidene 582.3, 653.3 og 784.4 for a finne
optimal kollisjonsenergi for peptidene og hvilke ioner som gir hgyest signalintensitet.
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Vedlegg 2

Figurene under viser MS/MS-spekteret for peptidene 582,3, 653,3 og 784,4

Extracted from: F:Tien\170216\BSA_insoldigest_SugmL_2RAW #4207 RT:27.67
TMS, CID@35.00, 2=+2, Mono m/z=582.31982 Da, MH+=1163 63237 Da, Match Tol.=0.8 Da
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Extracted from: F:Tien170216\BSA_insoldigest_SugmL_2RAW #3391 RT:22.17
TS, CID@35.00, z=+2, Mono m/z=653 36176 Da, MH+=1305.71623 Da, Match Tol =0.8 Da
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Extracted from: F:\Tien170216\BSA_insoldigest_SugmL_2RAW #6415 RT:43.17

ITNS, CID@35.00, 2=+2, Mono miz=784.37512 Da, MH+=1567.74297 Da, Match Tol.=0.8 Da
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