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SAMMENDRAG

1. SAMMENDRAG

Ved analyse av komplekse prover som for eksempel urinprgver fra nyretransplanterte
pasienter, kreves det en metode som har tilstrekkelig separasjonsevne til & separere
prover med komponenter med stor variasjon i fysiokjemiske egenskaper. Dette er
vanskelig & oppna med en endimensjonal vaeskekromatografisk metode. En mulig losning
for dette kan veere bruk av et multidimensjonalt system. Hensikten med oppgaven er a
utvikle og implementere et todimensjonalt system med MS-deteksjon som har god
separasjonsevne og robusthet for analyse av tryptisk klippet modellprotein. For & oppna
gode resultater ved todimensjonal analyse er det ngdvendig & kombinere metoder med to
forskjellige ortogonale separasjonsprinsipper. | denne oppgaven ble det valgt a arbeide
med et offline 2D ZIC-HILIC-RPC-system, som ser ut til & veere relativt ortogonal. Videre
arbeides det med identifisering av peptidprodukter av modellproteinet med hensyn til
retensjonstid og MS/MS-spekter av peptidene. Det ble valgt 11 peptider pa dette

grunnlaget som markgarer for deteksjon av modellprotein i prover.

| dette offline todimensjonalt systemet ble peptider farst separert pa en ZIC-HILIC-kolonne,
hvor peptidene ble separert etter hydrofile egenskaper. For sa separeres etter hydrofobe
egenskaper pa en C8-RPC-kolonne. Ved utviklingen av dette offline 2D-LC-MS-systemet
ble det forst laget atskilte endimensjonale metoder pa HILIC og RPC. Malet var at disse

metodene skulle tilpasses slik at urinpregve fra pasienter kunne analyseres.

| seerlig grad ble det lagt vekt pa a arbeide med optimalisering av HILIC-metoden, og
metodens robusthet ble bedegmt med hensyn til repeterbarhet. Det ble fokusert pa
overfgringen av fraksjonene fra forste dimensjon HILIC til andre dimensjon RPC. Som en
del av proveopparbeidelsen og overfaringstrinnet mellom dimensjonene ble effekten av
ACN etter inndampingsprosessen kartlagt, og forkjellige inndampings- og
overfgringsteknikker ble sammenlignet med hensyn til utbytte. Peptidlgselighet og
retensjonsrekkefolge av peptider ble undersokt. Peptidene ble testet i lasninger av

forskekjellige ACN-konsentrasjoner for a fa vite mer om peptidlgsligheten.

Til slutt ble den utviklede ZIC-HILIC-metoden brukt for analyse av urinprove fra en
nyretransplantert pasiente og metoden utgir seg til & veere en egnet separasjosmetode for

denne type analyser.



FORKORTELSER

2. FORKORTELSER
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Lysin
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Metionin
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Arginin
Serin
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Valin
Tryptofan
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INNLEDNING OG PROBLEMSTILLING

3. INNLEDNING OG PROBLEMSTILLING
3.1 INNLEDNING

Proteomikk er fagomradet som omhandler det totale proteinuttrykket (proteomet) dannet

av genene i en organisme. Proteiner og peptider i biologiske matrikser spiller en sentral
rolle i fysiologien. Forandringer i konsentrasjon kan reflektere en patofysiologisk prosess.
Disse proteinene og peptidene kan dermed veere potensielle biomarkarer for spesifikke
sykdommer og vil felglig forbedre bade diagnostikk og terapikontroll [1]. Ved & gir raskere
og sikkere diagnostikk, og bedre monitorering av terapiresponsen. Biologiske matrikser er
komplekse og inneholder en rekke komponenter med stor variasjon i fysiokjemiske
egenskaper. Analyse av proteiner og peptider er en analytisk utfordring pa grunn av det
rike antallet og den komplekse sammensetningen. Derfor er multidimensjonal kromatografi
ofte ngdvendig for & fa bedre separasjonsevne og opplgsningsevne sammenlignet med
konvensjonell endimensjonal kromatografi. Multidimensjonale kromatografiske analyser vil
kombinert med sensitiv deteksjon kunne bidra til identifikasjon og kvantifisering av
potensielle diagnostiske markorer. Kombinasjon av sterk kationbytter kromatografi (SCX)
og omvendt fase kromatografi (RPC) er den vanligste kombinasjonen i todimensjonal
veeskekromatografi (2D-LC) for & separere peptider. | den senere tid har det vist seg at

hydrofil interaksjon veeskekromatografi (HILIC) kan veere et godt alternativ for SCX [2].

3.2 PROBLEMSTILLING

Malet med oppgaven var & utvikle og implementere et todimensjonalt HILIC-RPC-system
med massespektrometri (MS) deteksjon. Farste dimensjon var en ZIC-HILIC-kolonne og
andre dimensjon en RPC-kolonne. Dette prosjektet var et delprosjekt i et prosjekt kalt
“ldentifikasjon av ukjente biomarkerer i urin ved hjelp av LC-MS”. Det todimensjonale
HILIC-RPC-systemet vil innga i analyse av peptidblandingen som dannes etter tryptisk
Klipp av proteiner i urin fra nyretransplanterte pasienter, se figur 3.1. | denne oppgaven blir
det fokusert pa a konstruere en HILIC-metode med god separasjon og robusthet for
analyser av peptider. Folgende parameter skal undersgkes for 2D-HILIC-RPC-systemet;
ortogonalitet og repeterbarhet. En av utfordringene var & unnga tap av prover i
proveopparbeidelses- og fraksjoneringstrinnet. Denne oppgaven har tatt utgangspunktet i
analysemetoden i artikkelen “Evaluation and optimization of ZIC-HILIC-RP as alternative

MuDPIT strategy” av Paul J. Boersema [3].
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Urin
v
Sentrifugering
9000 g, 5 min
v
Proveopparbeidelse
Sentrifugefilter, 5kDa cut-off
\/

Fjerning av humant serum albumin
v
Trypsinklipping
\/
ZIC-HILIC-UV*

\/
RPC-MS/MS*

v

Identifikasjon

Figur 3.1 viser prosedyren i prosjektet “Ildentifikasjon av ukjente biomarkerer i urin
ved hjelp av LC-MS” fra begynnelsen med pasientprove og til den siste delen som
er identifikasjon av peptider. | denne oppgaven skal det arbeides med
analysetrinnene ZIC-HILIC-UV og RPC-MS/MS.

10



TEORI

4. TEORI
4.1 MULTIDIMENSJONAL SEPARASJON

| kromatografisk separasjon skilles stoffer fra hverandre ved at de far forskjellige hastighet
nar de transporteres av mobilfasen gjennom stasjonzerfasen. Hastigheten pavirkes av hvor
godt stoffene fordeler seg mellom stasjonaerfasen og mobilfasen [4]. For & analysere
komplekse biologiske pragver er analysesystemer med hgy opplosningsevne ngdvendig.
En mulig lgsning kan veere bruk av multidimensjonale systemer, hvor dimensjonene er
basert pa forskjellige separasjonsmekanismer. | veeskekromatografi finnes det mange
forskjellige separasjonsmekanismer, som normalfase kromatografi (NPC), omvendt fase
kromatografi (RPC), eksklusjonskromatografi (SEC), ionebytter (IEX) og
affinitetskromatografi (AC), alle karakterisert med forsjellige selektivitet. | teorien kan ulike
metoder med forskjellige separasjonsmekanismer kombineres i et 2D system for a
forbedre toppkapasitet, selektivitet og opplgsningsevne. Men nar man i praksis kombinerer
metoder av ulike prinsipper, vil det vise seg at det er mange hinder & overkomme. En
kombinasjon er ikke alltid mulig. Eksempel pa dette kan veere at mobilfasene i de to
dimensjonene ikke er blandbare, eller at mobilfasen i forste dimensjon og stasjoneerfasen i

andre dimensjon er inkompatible.

4.1.1 2D-kromatografi

2D-LC kan utfgres enten offline eller online. Offline systemer kan veere enklere, men er
mer tidskrevende, vanskeligere & automatisere og reprodusere, og sjansen er starre for
tap og kontaminering av prover. Online metoder er raskere og mer reproduserbare, men
sammenkoblingen av dimensjonen er da et hinder man ma overkomme [5]. Overfgringen
av fraksjonene kan enten gjennomfares som en sakalt konvensjonell “heart cutting”-
teknikk der bare utvalgte fraksjoner fra forste separasjon blir overfort til det neste
systemet. Dersom hele prgven ogsa blir overfort til neste dimensjon, kalles det
“‘comprehensive” multidimensjonal kromatografi. Anvendelsen av 2D system gir bedre
separasjon og reduserer provekompleksiteten. Per i dag er det ingen separasjonsmetode
som er god nok til & separere alle komponentene fra en proteomikk studie med et
endimensjonalt analysesystem [6]. Det er to arbeidsmetoder bruk i 2D systemer, “profiling”

og “target” metoder. Ved profiling fraksjoneres alle komponentene i en kompleks blanding
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og analyseres. Target metoder brukes til & isolere en eller flere grupper av komponenter
fra en kompleks blanding [7].

4.1.2 Ortogonalitet

Kolonneselektivitet er det viktigste kriteriet nar man skal sette opp en 2D separasjon, fordi
det paviker 2D-systemets ortogonalitet. Det beste resultatet som kan oppnas er et sa kalt
ortogonalt system, det vil si at det ikke er korrelasjon i retensjonstiden til analyttene
mellom dimensjonene. Et system som gir perfekt ortogonalitet er sjelden & finne i praksis
[5]. Multidimensjonal kromatografisystemer separerer proteiner og peptider basert pa
forskjellige egenskaper som pl, relativ molekylmasse, stagrrelse, ladningsforhold og
hydrofobsitet [7]. Separasjonseffektiviteten i vaeskekromatografi under gradientforhold vil
beskrives best med toppkapasitet, det vil si antall komponenter som kan teoretisk
separeres pa en gitt vaeskekromatografisk-kolonne og innenfor en gradientvarighet. RPC-
kolonner vil ha toppkapasitet pa noen hundre, avhengig av lengden av kolonnen og
stigningen til gradienten. Med et 2D-LC system vil separasjonsevnen gke dramatisk.
Toppkapasitet til et 2D-LC system vil defineres som en lineaer sammenheng av
toppkapasiteten i begge dimensjonene. Eksempelvis nar to separasjonssystem som er
ortogonale kombineres og toppkapasiteten er henholdsvis 50 og 100 vil det resultere i en
teoretisk 2D kapasitet pa 5000. | realiteten er 2D-systemets toppkapasitet avhengig av
ortogonaliteten, hvis selektiviteten til dimensjonene ikke er ortogonale (uavhengige), vil
den reelle toppkapasiteten veere lavere enn forventet. Figur 4.1 viser et ortogonalitetsplott
for et 2D-HILIC-RPC-system [7].
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Figur 4.1 Ortogonalitetsplott av 2D-HILIC-RPC
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4.2 VALG AV KOLONNER
4.2.1 HILIC

Den senere tid har behovet for & analysere polare forbindelser som retarderes darlig pa
RPC gkt og provene har blitt stadig mer komplekse. | tillegg har det veert en stor gkning i
bruk av veeskekromatografi-elektrospray-ionisering-massespektrometri (LC-ESI-MS) noe
som har fgrt til utvikling av andre stasjonaere faser. | denne utviklingen ble det blant annet
sett at buffersammensetningen som blir brukt i HILIC er kompatibel med MS, og at det
haye innholdet av organisk modifikator i bufferen har vist seg a ke sensitiviteten i ESI-
MS. HILIC kjennetegnes ved bruk av hydrofil stasjonaerfase og upolare organisk
mobilfase. Stoffer retarderes pa HILIC ved hydrofile interaksjoner, som hydrogenbindinger
og elektrostatiske interaksjoner. Retensjonen avtar etter som stasjonaerfasen blir mer
hydrofob. | en blanding av stoffer vil det minst hydrofile stoffet fa darligst retensjon og
kortest retensjonstid. Dette kan sammenlignes med NPC. Forskjellen er at i HILIC benytter
man kun vannblandbare Igsninger og eluering oppnas med vanngradient. Det har blitt
utviklet mange typer funksjonelle grupper til stasjonaerfasen i HILIC. Populzere typer med
uderivatisert silika som siloxaner, silanoler med eller uten sma mengder av metall,
derivatisert silika som kationbytter (polysulfoetyl A), svak kationbytter (Polycat A), svak
anionbytter (PolyWax), TSKgel amid 80, “click” sakkarider og zwitterionisk (ZIC-HILIC).
Hver av disse materialene har forskjellig separasjonsselektivitet og krever forskjellige
buffersammensetninger for a fa optimalt resultat. Figur 4.2 illustrerer retensjonsmekanime
pa ZIC-HILIC-kolonne som benyttes i denne oppgaven [8]. Stasjoneerfasen er kovalent
bundet til en permanent zwitterionisk funksjonell gruppe av sulfabetain type. Med
zwitterionisk stasjoneerfase vil det veere tilstede motioner, for a balansere de
elektrostatiske kreftene. Den ioniske interaksjonen pa HILIC er svakere sammenlignet
med ionebytter interaksjonen. Dette medfarer svakere elueringsstyrke (hoyere
konsentrasjon av organiske stoffer) i mobilfasen som gir hgy sensitivitet ved
massespektrometrisk deteksjon [9]. Hypotesen er at vann i mobilfasen danner et vandig
lag pa den hydrofile stasjoneerfasen. Dette tillater hydrofile analytter til & fordele seg
mellom det hydrofile laget og den upolare elueringsbufferen. Eluering skjer ved gkning av

hydrofilisitet i mobilfasen ved & gke vannmengden [2].

13
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Figur 4.2 lllustrasjon av retensjonsmekanisme pa ZIC-HILIC

4.2.2 RPC

Siden RPC-kolonne gir hgy effektivitet og er kompatibel med elektrospray ionisering (ESI)-
MS analyse, blir den ofte valgt som andre LC-dimensjon [6]. | RPC er stasjonaerfasen
hydrofob. | dette prosjektet blir det brukt en C8-kolonne. Analyttene blir retardert av
hydrofobe mekanismer. Van der Waals-krefter er de viktigste kreftene, som oker med
molekylstorrelsen. | en blanding av stoffer vil retensjonen gke med gkende hydrofobe
egenskapene til stoffene. For stoffer med ioniserbare funksjonelle grupper vil retensjonen
vaere avhenging av om disse gruppene er ionisert eller ikke. Retensjonen avtar med

gkende ionisering.
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4.3 OFFLINE VS ONLINE

Offline og online 2D-LC har blitt mye brukt i proteomikkanalyser. Det er bade fordeler og
ulemper med begge metodene. For et online system er det vanskelig & manipulere praven
i overfgringstrinnet til andre dimensjon men det er ogsa mindre mulighet for tap av prover i
dette trinnet. Et slik system krever ogsa et mer sofistikert instrumentelt oppsett med
tilleggspumpe, switching-mekanisme og trapping-kolonner. Kravet til mobilfasens
kompatibilitet for direkte overfaring av fraksjonene til andre separasjonsdimensjon vil
snevre inn valgmuligheten til LC metoder. Siden analyse av den overfgrte fraksjonen i
andre dimensjon ma veere fullfart for den neste fraksjonen kan bli injisert, farer dette til at
den forste analysen ma veere relativt langsom mens den andre analysen ma veere relativt
rask. Dette medforer at toppkapasiteten i 2D-LC online ikke blir optimal. Uaktsomhet kan
fore til at det blir overloading pa andre dimensjon [10]. Dette kan unngas ved bruk av flere
trapping-kolonner der fraksjonene blir “mellomlagret”. Men dette vil fore til et sveert
komplekst systemoppsett. Det er enklere & implementere et offline system, for eksempel
via en fraksjonssamler. Fraksjonene kan videre oppkonsentreres og/eller kjemisk
modifiseres for analysen pa de andre dimensjon. Selv om fraksjoneringen reduserer prove
kompleksiteten, kan LC-MS analyse av alle fraksjonene likevel veere tidskrevende. Et
offline 2D-LC har feerre problemer med mobilfase kompatibiliteten og gir mer frihet til &
tilpasse analysen. Ulemper som kan oppsta ved et offline system er tap av flyktige
komponenter, oksidering, fotokjemiske reaksjoner eller kontaminering av fraksjoner pa

grunn av fuktighet i omgivelsen [6, 10].

Mobilfasene til HILIC-dimensjonen og RPC-dimensjonen er kompatible. Men pa grunn av
hayt innhold av organisk lzsemiddel i mobilfasen til HILIC, ma fraksjonene fortynnes eller
inndampes for & unnga at elueringsstyrken i pregven blir for hay i RPC-dimensjonen.

Vurdering av fordeler og ulemper til et online- og offline-system farte til at et offline system

ble valgt i denne oppgaven.
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4.3.1 Inndamping
Det hgye innholdet av ACN fra forste dimensjon vil gi kraftig elueringsstyrke pa RPC-

kolonnen i andre dimensjon. En mate & unnga dette problemet pa er & dampe av
mobilfasen fra farste dimensjon og deretter relgse eller oppkonsentrere med mobilfasen til
andre dimensjon. En mulighet er & bruke Speedvac sentrifugering. Teknikken kombinerer
sentrifugekrefter, vakuum og varme (35°C) for & redusere eller dampe bort lgsningen. En
annen teknikk som kan brukes er inndamping under en strgm av nitrogen. Her varmes
lesningen opp (60°C) pa en varmeblokk og i tillegg blases nitrogengass over lgsningen.
Nitrogengassen fjerner damp fra lgsningen slik at likevekten mellom vaeske og gass blir
forskjovet og inndampingsprosessen gar raskere. Inndampingstiden for begge teknikkene
er avhengig av hvor mye lgsning som skal dampes vekk, i tillegg er Speedvac ogsa

avhenging av antall prgvelgsninger som inndampes samtidig.

4.4 MOBILFASE EGENSKAPER
4.4.1 HILIC

Valg av salter i buffer til HILIC er begrenset. Pa grunn av det hgye innholdet av organiske
lasninger i bufferen, blir det vanskeligere a lase opp saltet og et lettlaselig salt bor velges.
Ammoniumacetat (NHsAc) er det som brukes mest, fordi det er kompatibelt med MS, men
ammonium bikarbonat (ABC), trietylamin fosfat, natrium perklorat og natrium metylfosfat
blir ogsa brukt [2]. Tilsetning av salter kan pavirke interaksjonene bade mellom analytten
og stasjonaerfasen og/eller mobilfasen. Forklaringen kan veere at salter i en rikelig vandig
mobilfase, genererer gkt hydrofilisitet i vannlaget rundt stasjonaerfasen. Dette vil kunne
redusere retensjonen til analytten. En annen faktor som ogsa pavirker retensjonen i HILIC
er pH i buffer, pH under eller over analyttens pKa-verdi, vil avgjore om analytten er i
ionisert form eller ikke. Dette pavirker hydrofilisiteten til analytten og dens interaksjon med
stasjonaerfasen. For eksempel vil sure peptider veere protonert ved pH 3, slik at
hydrofilisiteten av peptidene er nedsatt, noe som farer til darligere retensjon av disse
peptidene.
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4.4.2 RPC

Mobilfasen er typisk en vandig bufferlgsning tilsatt en organisk lasning som metanol
(MeOH) eller acetonitril (ACN). For a fa godt signal i massespektrometeret er det viktig at
stoffene er i ionisert form. Dette betyr i praksis at pH i mobilfasen ma veere justert slik at
stoffene er ladet. Et annet viktig moment er at alle komponentene er flyktige, slik at disse
transporteres mest mulig effektivt vekk fra tarkegassen. Eksempel pa andre flyktige

komponenter kan vaere ammoniumformiat, ammoniakk og maursyre [4].

4.5 DETEKSJON
4.5.1 UV

Stoffer som kan absorbere ultrafiolett (UV) straling vil gi respons i UV-detektoren.
Responsen er proporsjonal med konsentrasjonen av stoffet i mobilfasen. For a fa optimal
folsomhet ved deteksjonen detekteres stoffene normalt ved den bglgelengden som gir
maksimal respons. UV-deteksjon ble brukt i forste dimensjonen i denne oppgaven og
deteksjon ble gjort ved boalgelengdene 214 nm og 254 nm fordi proteiner og peptider
inneholder mange konjugerte bindinger som absorberer godt med UV-straling [4, 11]. UV
responsen gker nar balgelengden reduseres. Viktig her er & veere i et omrade hoyere en
UV-cutoff. UV-cutoff er den laveste bglgelegden som kan benyttes sammen med
losemiddelet. Bolgelender lavere enn UV-cutoff kan ikke benyttes fordi lasemidlene vil gi
for hgy UV respons. MeOH og ACN har lav UV-cutoff og viskositet, derfor har disse blitt

mye brukt som organisk modifikatorer i LC [12].
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4.5.2 MS

Massespektrometeret bestar av 3 hoveddeler; ionekilden, masseanalysatoren og
ionedetektoren (figur 4.3). | MS separeres ioniserte proteiner og peptider etter forholdet
mellom masse og ladning (m/z). MS/MS (tandem MS) er to massespektrometer koblet
sammen, og dette har revolusjonert proteomikkverden. Ved MS/MS selekteres massene,
fragmenteres og analyseres i to stadier. | forste stadiet ved hjelp av MS1 blir molekylionet
generert i ionekilden. Dette blir sa selektert og fragmentert i kollisjon indusert dissosiasjon
(CID). Fragmenteringen resulterer i produksjon av fragmentioner som blir analysert i MS2.
Fragmentioner som dannes ved MS/MS skjer ved at peptidioner kolliderer med ngytral
helium gassatomer i ionefellen. Dette farer til okt kinetisk energi og peptidionene
fragmenterer. De vanligste fragmentionene i MS/MS er b- og y-ioner. Det karakteristiske
fragmentringsmgansteret av et forlopermolekylion og fragmenterte ioner er sveert spesifikk
for et enkelt molekylion. Ut fra disse b- og y-ionene kan sekvenser til peptider indikeres.
Pa grunn av dette er MS/MS et sveert nyttig verktay til analyse og identifisering av
komplekse proteinprover. Andre fordeler som gjor at MS foretrekkes i forhold til
konvensjonelle analytiske metoder er lav deteksjonsgrense (pg niva, UV er i ng niva), kort
analysetid, god presisjon og ngyaktighet. Men den har ogsa sine begrensninger, minimal
kontaminering kan pavirke kvantifiseringen. Mobilfasen ma besta av flyktige komponenter.
Acetonitril, metanol, vann, maursyre, eddiksyre, ammoniumacetat, trifloroacetatsyre er de

vanligste a bruke [13].

loner lonesortering
s —>
. —_—> —_
Ionekilde |—» | Masseanalysator [ Ionedetektor
—_— _—

Figur 4.3 Skjematisk presentasjon av et massespektrometer

18



TEORI

ESI

Elektrosprayionisasjon (ESI) kan ionisere enten i positiv eller negativ modus for & danne
henholdsvis positive eller negative ioner. | positiv modus vil man fa dannet [M+H]+ ioner og
i negativ modus [M-H]-ioner. loniseringen foregar under atmosfeerisk trykk og den er en
myk ioniseringsteknikk (figur 4.4). Det siste betyr at ionene som dannes i ESI, ikke
fragmenters videre. For & fa bra signal i massespekteret er det viktig at stoffene er
ioniserte i veeskestrammen. Dette betyr i praksis at pH ma veere justert slik analyttene er
ladet. Vaeskestrommen av peptidlasningen passerer gjennom et trangt kapilleer. Ved
utgangen av kapilleeret er det pasatt et elektrisk felt. Ved hjelp av dette feltet og nitrogen
(tarkegass) dannes en aerosol, som bestar av et stort antall draper. Drapestarrelsen blir
redusert ved hjelp av torkegassen. De flyktige komponentene i vaesken vil fordampe og
fiernes ved hjelp av tarkegassen. Ettersom mobilfasen fordamper, oker den
frastetningsspenningen i drapen og man far en Coulombeksplosjon av drapene, som
medforer ytterligere reduksjon i starrelse. Denne prosessen gjentar seg inntil det oppnas
emisjon av ioner fra drapene. lonene ledes videre inn i masseanalystoren ved hjelp av

elektrisk spenning.

dfor heat
dry gas and/or hea Og OOO
o, OO 8O
sarple solution * ) (8 (g 8 E oo ;«z e —
S —— O % Q < (Sonoo
:%3 &g g
/ Dg o{::QC' %°%}

=

dry gas and/or heat ((;) OQ}’g o
<
<

o
3o
/N

atmospheric pressure vacuum

Figur 4.4 Skjematisk illustrasjon av ESI
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Masseanalysator

| masseanalysatoren blir ionene separert etter masse og ladnings forholdet (m/z).
Masseanalysatorer som ble brukt i denne sammenhengen er kvadrupol og ionefelle.
Prinsippet bak kvadrupolen er basert pa fire parallelle stenger (figur 4.5). Avhengig av den
elektriske feltstyrken og frekvensen vil ioner med forskjellige masse kunne passere
giennom kvadrupolen og registreres av detektoren. lonefellen bestar av to end-cap-
elektroder og en ringelektrode som ikke er i kontakt med hverandre (figur 4.6). loner
passerer gjennom den gvre delen av end-cap-elektroden og blir avkjalt ved
tilstedeveerelse av helium. loner som har bestemte m/z verdier vil oscillere i en stabil bane
i rommet i ionefellen. Ved & oke spenningen blir de letteste ionene destabilisert, slik at
50% av ionene vil forlate via gvre og andre 50% nedre end-cap-elektroden. Bak nedre
end-cap-elektroden plasseres ionedetektoren. | en MS/MS kjoring med ionefelle vil ionet
av interesse bli isolert ved a destabilisere alle de andre ionene i ionefellen. MS/MS-ionet
bli videre aktivert ved gke spenningen i elektrodene. Pa denne maten vil MS/MS-ionet fa

gkt kinetisk energi og kolliderer med helium som farer til fragmentering.

Figur 4.5 Kvadrupol

Toneri
: ionefellen
Gyvre Toner inn

elektrode

Ring
elektrode

Nedre
elektrode

Ioner ut
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Figur 4.6 lonefelle

Deteksjonsmuligheter i MS: SCAN og SIM

SCAN er et deteksjonsprinsipp hvor hele massespektret for et ansket m/z-verdi omrade
blir tatt opp. Dersom man gnsker mye strukturinformasjon om analyttene eller har en
ukjent forbindelse er det vanlig & benytte SCAN prinsippet. Massespekteret som man far
er den totale intensitetene til alle ionene. Det plottes fortlgpende som funksjon av
retensjonstiden (ir) og gir et totalstromskromatogram (Total lon Current, TIC). Dersom
man ensker a analysere stoffer ved sveert lave konsentrasjoner eller gjore kvantitative
bestemmelser er det vanlig a foreta selektivionemonitorering (SIM). Massespekteret
innstilles slik at det tar opp kun en eller flere bestemte m/z-verdier. Sensitivitet for SIM er
oftest bedre enn SCAN, dermed blir deteksjonsgrensene lavest ved bruk av SIM prinsippet
[2,10,11].
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4.6 TRYPSIN OG CYTOKROM C

Et protein er en kjede sammensatt av aminosyrer ved hjelp av kovalente peptidbindinger.
Det finnes 20 ulike aminosyrer som inngar som byggestener i protein og hver av dem har
forskjellige kjiemiske egenskaper. Pa grunn av interaksjoner mellom aminosyrer, vil det
veere forkjellige tredimensjonale strukturer av proteiner som er bestemt av
aminosyrerekkefglgen i kjeden. Hvert proteintype har en unik sekvens av aminosyrer,

vanligvis er de mellom 50 og 2000 aminosyrer [15].

4.6.1 Trypsin

Trypsin er en protease som Klipper proteiner ved spesifikke aminosyrer og gir produkter
som er kompatibel med MS analyse. Produkter mellom 6-20 aminosyrer er ideell for MS
analyse og database sammenligning. Egenskaper som er viktig for en protease er;
stabilitet, vel karakterisert enzym som klipper ved spesifikke aminosyrer. Mange tusen
forskjellige proteaser har blitt funnet eventuelt identifisert, men bare noe fa tilfredsstiller
disse kravene. | proteomikk er trypsin den desidert mest brukte proteasen [11]. Trypsin
finnes i bukspyttkjertelen og kutter peptidbindinger etter lysin og arginin, med et unntak nar
prolin star etter en av de to aminosyrene. Den klipper i c-terminal retning. Antall arginin og
lysin aminosyrer i et protein er hgy. Dette resulterer til at det blir generert mange peptider
ved bruk av trypsin. Et 50 kDa protein vil gi rundt 30 peptider [11]. Trypsin har veldig
spesifikk klipping, og aktiviteten er god i lgsning. Det optimale forholdet for trypsin er i pH 8
og temperatur rundt 37°C .

4.6.2 Cytokrom C

Cytokrom C er et hemoprotein funnet i pattedyr, og bestar av 104 aminosyrer
(molekylvekten er cirka 12000 dalton). Den er stabil og kovalent bundet til hem-c gruppen.
Den er lokalisert i mitokondriens indre membran og er en del av elektrontransportkjeden,
og i tillegg er involvert i apoptose [16]. | denne oppgaven ble cytokrom C brukt som
modellprotein. Proteinet har 21 klippesteder for trypsin, og aminosyresekvens til cytokrom
C inneholder 19 lysin og 2 arginin [17]. Figur 4.7 viser tredimensjonalstrukturen til
cytokrom C, mens figur 4.8 viser aminosyresekvensen til cytokrom C. Cytokrom har blitt
mye brukt som modellprotein i andre analyseprosjekter. Dette skyldes at prosedyre for

tryptisk klipp av cytokrom C er enkel, og at det er et godt dokumentert protein [18].
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Tabell 4-1 Oversikt over de 20 aminosyrene

Aminosyre

Forkortelse

Glysin

Alanin

Serin

Prolin

Valin

Treonin

Cystein

Leucin

Isoleucin

Asparagin

Aspartat

Lysin

Glutamin

Glutamat

Metionin

Histidin

Fenylalanin

Arginin

Tyrosin

Tryptofan

Figur 4.7 Tredimensjonalstruktur av cytokrom C

MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKGQAPGFSYTDANKNKGITWKE

ETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKTEREDLIAYLKKATNE

Figur 4.8 viser aminosyresekvensen til cytokrom C og klippsteder (K, R) for trypsin
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5. MATERIALER OG METODER
5.1 KIEMIKALIER, ANALYTTER OG UTSTYR

Tabell 5.1: Liste over kjemikalier

Kjemikalie Kvalitet Leverandgr

Acetonitril HPLC-kvalitet Merck, Darmstadt, Tyskland
Ammonium bikarbonat Analysekvalitet Fluka, Buchs SG, Sveits
Ammoniakklgsning 25 % | Analysekvalitet Merck, Darmstadt, Tyskland
Eddiksyre (konsentrert) [ Analysekvalitet Prolabo, Manchester, England
lonebyttet vann Renset med EASYpure™

Maursyre >98% Fluka, Buchs SG, Sveits
Metanol HPLC-kvalitet Merck, Darmstadt, Tyskland

Tabell 5.2: Liste over proteiner

Analytt Kvalitet Leverandgr
Cytokrom C Renstoff Sigma, St. Louis, MO, USA
Trypsin, fra bovin pankreas | Renstoff Sigma, St. Louis, MO, USA

Tabell 5.3: Liste over utstyr i oppsettet ZIC-HILIC-UV

Utstyr Modell Produsent

Autosampler/injektor Ultimate WPS-300TSL Dionex Corporation,
Sunnydale, CA, USA

Kolonne ZIC-HILIC, Dim (mm) 150x2,1 | SeQuant, Umea, Sverige
Particle Size (um) 5

Pumper Ultimate HPG-3200M Dionex Corporation,
Sunnydale, CA, USA

Programvare Chromeleon Version 6.8 Dionex Corporation,
Sunnydale, CA, USA

UV-detektor Ultimate VWP-3400 Dionex Corporation,
Sunnydale, CA, USA
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Tabell 5.4: Liste over utstyr i oppsettet LC-MS (Kvadrupol)

Utstyr Modell Produsent
Autosampler/injektor | SIL-10ADVVP Shimadzu, Kyoto, Japan
Blandekammer FCV-10ALVP Shimadzu, Kyoto, Japan

Degasser DGU-14A Shimadzu, Kyoto, Japan

Kolonne BioBasic-C8, Dim (mm) 50x1 | Thermo Electron corporation,
Particle Size (um) 5 Cheshire, UK

Programvare LCMS-solution Shimadzu, Kyoto, Japan

Pumper LC-10ADVP Shimadzu, Kyoto, Japan

System controller SCL-10AVP Shimadzu, Kyoto, Japan

Detektor LC-MS-2010 A Shimadzu, Kyoto, Japan

Tabell 5.5: Liste over utstyr i oppsettet LC-MS/MS (lonefelle)

Utstyr

Modell

Produsent

Autosampler/injektor

Ultimate WPS-300TSL

Dionex Corporation,
Sunnydale, CA, USA

Detektor Finnigan LCQ Thermo Electron corporation,
Cheshire, UK
Kolonne BioBasic-C8 ,Dim (mm) 50x1 Thermo Electron corporation,
Particle Size (um) 5 Cheshire, UK
Programvare Xcalibur™ version 2.0 Instrument-Teknikk AS,
Osteras, Norway
Pumper Ultimate LPG-3000M Dionex Corporation,

Sunnydale, CA, USA
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Tabell 5.6: Liste over ovrig utstyr

Utstyr Modell Produsent

Automatpipetter Thermo | Finnpipette Labsystems, Helsinki,
Finland

Eppendorfrar Microtubes 1,5 ml, transparent Plastibrand, Wertheim,
Tyskland

Inkubatorovn Termax Termax, Bergen, Norge

pH-meter E 632 Digital pH-meter Metrohm, Herisau, Sveits

Magnetrgrer Ikamag REO Drehzahl electonic,
Straufen i.Br., Tyskland

SpeedVac, inndamping SPD121P Thermo Electron

med vakuum RVT4T04 corporation

Vannrenseanlegg

EASY pure UV D7402

Barnstead, Dubuque, IA,
USA

Varmeblokk Reacti-Therm III™ Pierce, Rockford, USA
Vekt XS205 Metler, Greifensee, Sveits
Vortex-mikser Vibrofix VP1 Janke & Kunkel, Staufen,

Tyskland
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5.2 TILLAGING AV LOSNINGER OG BUFFERE

5.2.1 Buffere

« Ammonium bikarbonat 100 mM, pH ca. 7,8:
Det ble utveid 0,079 g ABC i en 10 ml malekolbe. Deretter ble 10 ml ionebyttet vann

malt opp i malekolen. Fersk lasning med 100 mM ABC ble laget for hvert forsgk, grunnet

darlig stabilitet.

« Ammoniumacetat 20 mM, pH ca. 5,5:
Det ble tilsatt 1,144 ml konsentrert eddiksyre i et begerglass med ionebyttet vann
naer 1 |, pH ble justert med ammoniakklgsning 25% ved hjelp av magnetrgrer og pH-meter.

Blandingen ble sa overfort til 1 | malkolbe og malt opp til malestreken.

+ Maursyre 10 mM, pH ca. 2,8:
Det ble tilsatt 377 ul konsentrert maursyre i 1 | malekolbe og deretter ble det fylt opp

med ionebyttet vann til malestreken.

5.2.2 Mobilfaser

- Mobilfaser til HILIC, 5% vandig buffer (v/v)
Mobilfase A:

5% 20 mM NHsAc, 95% ACN

Mobilfase B:

60% 20 mM NH4Ac, 40% ACN

| 2D-LC-MS forsgkene for identifisering av cytokrom C klipprodukter (avsnitt 6.1.1 og
6.1.2), repeterbarhet (6.2.2) og ortogonalitet (6.4.3) ble det brukt mobilfase A (5%) i HILIC-
dimensjonen. Mobilfasen ble brukt tidlig av oppgaven, men ble byttet med mobilfase A

(20%) pa grunn av peptidlaseligheten for de senere forsgkene.

- Mobilfaser til HILIC, 20% vandig buffer (v/v)
Mobilfase A:

20% 20 mM NH4Ac, 80% ACN

Mobilfase B:

60% 20 mM NH4Ac, 40% ACN
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- Mobilfaser til RPC, 5% vandig buffer (v/v)
Mobilfase A:

95% 10 mM maursyre, 5% ACN

Mobilfase B:

5% 10 mM maursyre, 95% ACN

5.2.3 Peptidlgsninger

+ Trypsinlgsning

Det ble veid ut 1 mg trypsin torrstoff og ble lgst i 1 ml ABC-buffer (pH 7,8). Fra
stamlgsningen pa 1 mg/ml i ABC buffer ble det laget fortynningsrekke i ABC buffer pa 100
pg/ml, 10 pg/ml og 1 pg/ml. Ny trypsin ble laget til hvert forsgk for & sikre maksimal

aktivitet av trypsin.

- Cytokrom C losning

Cytokrom C stamlgsning pa 2 mg/ml ble laget ved a tilsette 5 ml i en beholder med 10 mg
cytokrom C tarrstoff. Deretter ble det laget fortynningsrekke i ionebyttet vann pa 1 mg/ml

100 pg/ml, 10 pg/ml og 1 pg/ml. Stamlgsningene ble oppbevart i fryser ved -320C og kun

tatt ut ved behov.

- Tryptisk klipp av cytokrom C

Tryptisk klipp av cytokrom C ble utfart ved a bruke trypsin i forhold omtrent 1:40 (trypsin :
cytokrom C). Peptidlgsningen ble forberedt ved & tilsette 12,5 pl av trypsin 100 ug/ml i
ABC opp i 500 pl av cytokrom C lgsning pa 100 ug/ml i ionebyttet vann. Blandingen ble
deretter inkubert i varmeskap ved 37°C over natt. Dersom det var behov for a lage
fortynningsrekke etter inkubasjonen, ble det fortynnet med ionebyttet vann. Det ble
benyttet ulike cytokrom C konsentrasjoner i forskjellige forsgk, men den samme

fremgangsmaten med identisk blandingsforhold ble brukt.
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5.3 OPPSETT AV APPARATUR

Apparaturen ble satt opp som vist i figur 5.1. Systemet bestod av mobilfasereservoarer,
pumper, blandekammer, autoinjektor, kolonne (BioBasic C8 eller ZIC-HILIC) og detektor
(MS eller UV). Analysene av klipt Cytokrom C lgsningen ble utfart med et gradient
program som er godt egnet til peptidanalyse, som vises i tabellene 5.7, 5.9 og 5.11. For
hvert gradientprogram er det lagt inn rekondisjoneringstid av kolonnen. Omtrent 5
kolonnevolumer ble beregnet som tilstrekkelig for & rekondisjonere kolonnen. For a spare
MS detektoren for forurensinger ble ikke peptidlasningen detektert for etter 3 min da har

fronten passert hvor mye av forurensningene kan veere passert.

BioBasic C8/ Uv
ZIC-HILIC

~———

Figur 5.1 Skjematisk oppsett av HILIC/RPC
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5.3.1 Forste dimensjon HILIC
UV-detektor ble brukt til HILIC ved bglgelengden 214 nm og 254 nm, hvor peptider har

god absorbans.

Injeksjonsvolum: 20 ul

Manuell fraksjonering: 5 minutters fraksjoner fra 0-30 minutter. Ved fraksjonering ble det

brukt en cirka 50 cm lang tubing, som ble koblet fra utgangen til UV-detektoren og til

oppsamling i eppendorfror.

Tabell 5.7: Totrinnsgradientprogram i HILIC

Tid (min) Flow (pL/min) Mobilfase A (%) Mobilfase B (%)
0 200 100 0
12.5 200 82.5 17.5
30 200 35 65
31 200 35 65
32 200 100 0
50 200 100 0
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5.3.2 Andre dimenjon RPC (kvadrupol)

« Her ble det brukt 2 “scan events” for & detektere:
1. SCAN 200-1000 m/z, scanhastighet: 4000 amu/sek
2. SIM for 11 m/z-verdier (peptider), se avsnitt 6.1.2, scanhastighet: 500 amu/sek

+ Injeksjonsvolum: 10 pl

- Scantid: 3-35 minnutter

Tabell 5.8: Tabellen viser betingelser for MS (kvadrupol)

ESI-mode

Positiv

Torkegass

Nitrogen

Torkegass hastighet

10 I/min - 20 I/min

Forstavergass Nitrogen
Forstovergass hastighet 15 I/min
Kildespenning 4,5 kV
Linsespenning 10V
Kapillaerspenning 24V
Kapillaertemperatur 200°C
Blokktemperatur 200°C

Tabell 5.9: Gradientprogram i RPC (kvadrupol)

Tid (min) Flow (pL/min) Mobilfase A (%) Mobilfase B (%)
0 50 100 0
35 50 60 40
36 50 60 40
37 50 100 0
37.1 100 100 0
49.5 100 100 0
49.9 50 100 0
50 0 100 0
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5.3.3 Andre dimensjon RPC (ionefelle)

 Deteksjon ble foretatt som 2 “scan events”:
1. SCAN 300-1000 m/z

2. MS/MS, for mest intense ion fra 1.

- Dynamisk eksklusjon av allerede fragmentert m/z-verdier ble brukt for & fa maksimalt
informasjon. Dette vil si at det mest intense ionet vil bli ekskludert og satt pa en

ekskluderingsliste etter et visst antall malinger. Dette bidrar til at de mindre intense

ionene ogsa blir fragmentert. Etter en gitt tid vil ionet bli fijernet fra ekskluderingslisten og

og syklusen vil gjentar seg under analysen. Dynamisk eksklusjon betingelser var:

Repeat count: 1

Repeat duration: 0,3 min

Exclusion list size: 25

Exclusion duration:

0,5 min

Exclusion mass width: 2

+ Injeksjonsvoulum:

30

- Scantid: 3-48 minutter

Tabell 5.10: Tabellen viser betingelser for MS/MS (ionefelle)

ESI-mode

Positiv

Forstovergass

Nitrogen

Forstavergass hastighet

20 arbitraere enheter (Finnigan)

Kildespenning 4,5 kV
Linsespenning 10V
Kapillaerspenning 34V
Kapilleertemperatur 200°C

Tabell 5.11: Gradientprogram i RPC (ionefelle)

Tid (min) Flow (uL/min) Mobilfase A (%) Mobilfase B (%)
0 100 100 0
35 100 60 40
36 100 0 100
38 100 0 100
39 100 100 0
56 100 100 0
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6. RESULTATER OG DISKUSJON
6.1 INNLEDENDE FORSGK

Metodene i oppgaven har tatt utgangspunktet i arbeidet til Paul J. Boersema [3]. | det
arbeidet som ble utfort av Boersema ble det brukt en offline 2D LC-MS med ZIC-HILIC
som fgrste dimensjon og RPC som andre dimensjon. Betingelsene i denne artikkelen ga
gode resultater for Boersema. Komponentene som ble brukt i 2D LC-MS var kompatible.
Ved utviklingen av den offline 2D LC-MS-metoden i denne oppgaven ble det forst laget
atskilte endimensjonale metoder pa HILIC og RPC. Malet var at disse metodene skulle
tilpasses slik at de kunne analysere urinprgver fra pasienter. Det ble lag mest fokus pa
arbeid med HILIC, siden RPC er et relativt etablert prinsipp i forhold til HILIC.

6.1.1 Identifisering av cytokrom C klipprodukter

Cytokrom C er et velkjent protein som har blitt mye brukt i proteomikk. Det har velkjente
peptidprodukter og rikelige klipproduker og ble derfor valgt som modellprotein i denne
oppgaven. Proteinblandingen ble alltid laget og klippet med trypsin dagen for forsgkene.
Hensikten med forste del av oppgaven var a velge ut peptidprodukter (m/z) av cytokrom C
som skulle monitoreres for proteinet. Peptidene skulle brukes som markarer for proteinet.
Strategien var a kartlegge klipprodukter til cytokrom C med hensyn til retensjonstid (tr) for
m/z-verdiene (peptidene) og deres MS/MS massespekter. Massespekterene til peptidene
ble sammenlignet med data fra ProteinProspector databasen (http:/prospector.ucsf.edu/).
Dette forsgket ble utfort med ionefelle, da denne hadde MS/MS funksjon i seg, i
motsetning til en singel-kvadrupol. Figur 6.1 viser et TIC-kromatogram av tryptisk klippet
cytokrom C i SCAN modus.
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90 17.31 39.84 20070925-
J cc100ugml
80 07092516
E 0031

70
60 14.84 40.63
50
5.51 19.75

Relative Abundance

40

6.49
20 T J f 12@1{ \ 2 99 J
10? {h W\J \h“- Vﬁ\ﬂd/ “L'N \...4} ‘wﬂ\, N B& 2970 3135 3534 f 22.13

h
M ginad™ wi £ Y 44.44 46.08 4771

3 ; \ - —— 53.90
O . ———— T T

T T L e
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Time (min)

k]

Figur 6.1 Kromatogram av 100 pg/ml cytokrom C etter tryptisk klipp
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For a fa oversikt over alle peptidene som ble generert etter tryptisk klipping, ble det
undersokt hvilke peptider som ble eluert i de forskjellige topper i et kromatogram. Dette ble
gjort pa folgende mate: For eksempel figur 6.2 viser massespekteret (MS) til toppen ved
tid lik 17,12 minutter i kromatogrammet vist i figur 6.1. Her fremgar det at signalene 545.5
m/z og 817.6 m/z har hoyest intensitet. Disse m/z-verdiene hgrer til samme peptid men
har ulik ladning. Ved a beregne om ladningsforholden, kan det bekreftes om det er samme
peptid med forkjellige ladninger. Ladningsforholdet stemte, det viser seg at 545.5 m/z er 3
ganger ladet og 817.6 m/z er 2 ganger ladet. Datasgking ved hjelp av ProteinProspector
[19] viser at 545.5 m/z og 817.6 m/z verdiene hadde amniosyresekvensen
IFVQKCAQCHTVEK.

20070925-cc100ugml_070925160031 #866-946 RT. 16.49-17.98 AV: 40 NL: 636E7
T: + ¢ ESIFullms [300.00-1000.00]
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1004 817.60
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] 545543+
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Figur 6.2 Massespekter av toppen som elueres ut rundt tidspunktet 17 min
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loneutrekk for falgende verdier 545.5 m/z og 817.6 m/z, viser at begge elueres ut pa
samme tidspunkt, 17.16 min, se figur 6.3 og 6.4. Bare peptider med lik sekvens eller med
veldig like kijemiske egenskaper kan elueres ut samtidig. Dette er med pa a bekrefte at m/z
verdiene tilhgrer det samme peptidet.
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Figur 6.3 Kromatogram av ioneutrekk for 545.5 m/z
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Figur 6.4 Kromatogram av ioneutrekk for 817.6 m/z
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Neste trinn er & bekrefte peptidsekvenser ved hjelp av MS/MS. Det ble generert teoretiske
fragmentioner for peptidet FVQKCAQCHTVEK med hjelp av databasen ProteinProspector
[19] for s& sammenligne med de observerte fragmentionene. Tabell 6.1 viser de teoretiske
b- og y-ionene og observerte b- og y-ionene fra forsgket for peptidet IFVQKCAQCHTVEK.
Det ble observert 5 b-ioner (b4=616.4, be=1158.0, b10=1259.7, b11=1358.3 0g b12=1488.4)
0g 2 y-ioner (y1=276.2 og ys=1018.2). Figur 6.5 viser MS/MS massespekter av 817.6 m/z
for peptidet IFVQKCAQCHTVEK. Det kan dermed konkluderes med at peptidet er
IFVQKCAQCHTVEK. Identifikasjon er mer palitelig nar lange peptidsekvenser kan
identifiseres. Jo lengre aminosyrekjede peptidet bestar av, jo mer spesifikt er det for
proteinet [11]. Denne identifikasjonsfremgangsmaten ble gjennomfart for alle peptidene

som ble funnet. Tabell 6.2 viser de identifiserte peptidene for cytokrom C.

Tabell 6.1 Oversikt over teoretiske og observerte b- og y-ionene for peptidet
FVQKCAQCHTVEK

Teoretiske b-ioner Observerte b-ioner Teoretiske y-ioner Observerte y-ioner
b1 261.2 Vi 276.2 276.2
b2 360.2 y2 375.2
bs 488.3 VE] 476.3
b4 616.4 616.4 Ya 613.3
bs 719.4 ys 716.3
bs 790.4 Yo 844.4
b7 918.5 y7 915.4
bs 1021.5 Vs 1018.4 1018.2
bo 1158.6 1158.0 Yo 1146.5
b1o 1259.6 1259.7 Y10 1274.6
b1 1358.7 1358.3 Y1 1373.7
b2 | 1487.7 1488.4 yi2 | 1520.7
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Figur 6.5 MS/MS massespekter av 817.6 m/z for peptidet IFVQKCAQCHTVEK

Tabell 6.2 Oversikt over identifiserte peptidene i RPC etter separasjon i HILIC av

tryptisk klippet cytokrom C.

Observerte m/z- tri RPC Identifisert med Sekvens

verdier i RPC (min) MS/MS

634.4 3.72 X IFVQK

604.4 6.66 GITWK

493.9 10.87 TEREDLIAYLKK

493.9 10.87 KTEREDLIAYLK

817.6 12.86 IFVQKCAQCHTVEK
542.5 13.60 EETLMEYLENPKK

779.4 13.29 X MIFAGIK

390.4 13.22 X MIFAGIK

585.1 14.72 X TGPNLHGLFGR

390.4 14.74 X TGPNLHGLFGR

817.5 18.45 X IFVQKCAQCHTVEK
545.5 18.41 IFVQKCAQCHTVEK
737.4 20.43 X GITWKEETLMEYLENPKK
553.4 20.43 GITWKEETLMEYLENPKK
694.7 21.61 X GITWKEETLMEYLENPK
807.1 23.07 KYIPGTK
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6.1.2 SIM modus

Ut fra de innledende forsgkene og etter samrad med veileder, ble det valgt ut 11 m/z
verdier som skulle monitoreres videre i SIM modus, se tabell 6.3. Disse utvalgte verdiene
ble valgt pa grunnlag av at de ga tilstrekkelig signalintensitet i detektoren og at de har blitt
identifisert som peptider av cytokrom C. Det er viktig at m/z verdiene som skal monitoreres
er spesfikke for cytokrom C, fordi andre forbindelser kan veere tilstede i praven,
eksempelvis autolyseprodukter av trypsin. Kvadrupol masseanalysatoren ble benyttet som
forste valg for de neste forsgkene. Dette skyldes signalresponsen i SIM modus var bedre i
kvadrupolen enn ionefellen. Figur 6.6 viser kromatogram av de 11 utvalgte m/z-verdiene i
SIM modus.

Tabell 6.3 Utvalgte m/z-verdier til analyse i SIM modus

m/z Sekvens
1 317.5 IFVQK
2 390.4 MIFAGIK
3 483.1 EDLIAYLK
4 585.0 TGPNLHGLFGR
5 694.7 GITWKEETLMEYLENPK
6 729.0 TGQAPGFSYTDANK
7 737.4 GITWKEETLMEYLENPKK
8 740.2 KTEREDLIAYLK
9 807.1 KYIPGTK
10 812.6 EETLMEYLENPKK
11 817.5 IFVQKCAQCHTVEK

3T7.50(1.00) "
J815.50(1.00)
1390.40(1.00)
1585.00(1.00)
1737.49(1.00)
694.79(1.00)
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Figur 6.6 viser kromatogram av de 11 utvalgte m/z-verdiene i SIM modus
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6.1.3 Inndamping
Inndamping var et sentralt steg i offline 2D-LC. Etter at cytokrom C hadde blitt klippet i

vandig lgsning over natt, matte lasningen inndampes og relgses i en lgsning som ikke
hadde for hayt vanninnhold. Grunnen til dette var at praven skulle separere pa ZIC-HILIC-
kolonne for fraksjonering og vann er et sterkt elueringsmiddel i HILIC. Et annet steg hvor
inndamping kunne vaere ngdvendig var overfgringen av fraksjonene fra fgrste dimensjon
HILIC og til andre dimensjon RPC. Dette var fordi fraksjonene inneholdt mye ACN som er
et sterkt elueringsmiddel i RPC. Ogsa andre muligheter ble vurdert i dette trinnet se avsnitt
6.3.

Det var to mater & utfere inndampingen pa, enten ved nitrogen- eller
SpeedVacinndamping. Begge metodene er beskrevet i avsnitt 4.3.1. Ved bruk av
“nitrogen-metoden” var det en utfordring & kontrollere alle parametrene, som konstant
temperatur og hastigheten til nitrogengassen. Ble temperaturen for hgy kunne det
gdelegge peptidene. Ble gasshastigheten for hgy ville vaeske i Igsningen kunne sprute
opp langs veggen pa beholderen (eppendorfrar). Dette vil igjen fore at peptider kunne
sette seg hoyt oppe pa veggen og ikke kom i kontakt med vaesken ved relgsing. Mulighet
for kontaminering ble ogsa sterre fordi metoden ble gjort i et apent system. | SpeedVac ble
provene plassert i et lukket system. | tillegg ble vaeskeinnholdet preset nedover i
beholderen nar veesken fordampes, dette fore til at praven konsentreres i bunnen av
beholderen. Ulempen med Speedvac var at under vakuumsentrifugeringsprosessen ble
provelgsningen frosset. Slike forhold kunne pavirke egenskapene til prevene, og dermed
ogsa resultatet. Det ble undersgkt om det var stor forskjell i utbytte mellom metodene.
Prover ble inndampet og intensitetene til peptidene ble malt og sammenlignet.
Fremgangsmaten var fglgende; 1 ml av 10 ug/ml klippet cytokrom C ble inndampet og
relost i 100 pl i mobilfase A til RPC. Metodene var omtrent like tidskrevende og

figur 6.7 viser peptidintensitetene for SpeedVac- og nitrogeninndamping, og ingen stor
forskjell pa utbytte ble registrert mellom metodene. Selv om det var bade fordeler og
ulemper med begge metodene, ble det besluttet & benytte SpeedVac videre i oppgaven.

Dette skyldtes at parametrene lettere kunne kontrolleres, slik at repeterbarheten ble bedre.
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Figur 6.7 Diagram over intensitetene av peptidene etter SpeedVac- og

nitrogeninndamping

6.1.4 Effekt av ACN pa utbytte etter inndamping

Prover med hgyt innhold av ACN som ble inndampet med SpeedVac hadde en tendens til
a gi lavt utbytte (figur 6.8). Det ble derfor undersgkt om dette var pa grunn av ACN-
innholdet i proven. Forsokene ble utformet slik at peptidlgsningen ble tilsatt i forskjellige
lgsninger av ulike konsentrasjoner av ACN og vann. Lgsningene bestod av 0%, 20%,
40%, 60% og 80% ACN. Figur 6.9 viser utbyttet for de ulike ACN konsentrasjonene etter
inndamping. Utbyttet ble beregnet ved a ta forholdet av intensiteten til prove- og en
referanselgsningen. Referanselosning var en direkte injeksjon av tryptisk klippet cytokrom
C i samme konsentrasjon som prgvelgsningen. Peptidlgsningene som ble brukt til direkte
injeksjon og fraksjonering kom fra samme peptidlgsningen, slik at resultatene var
sammenlignbare. Resultatene fra forsgkene viste at lasninger med hgyt innhold av ACN
som 80%, hadde en tendens til & gi darligere utbytte. Det kan veere flere grunner til at ACN
bidro til lavere utbytte. Pravene kunne ha frosset under inndampingsprosessen og dette vil
kunne ha fort til at ACN endret peptidenes struktur. Slik at peptidene fikk darligere
loselighet eller at de lettere adsorbereres pa veggen av eppendorfrarene. Det kan ha ogsa
ha veert en kombinasjon av frysing og hay konsentrasjon av ACN. Prover med lavere ACN
konsentrasjon enn 80% viste bedre utbytte sammenlignet med 80% konsentrasjon. |
forsokene ble det benyttet prover pa 200 ug/ml peptidlgsninger. Ut fra figur 6.9 ser det ut

som at det er en tendens til at hgyt ACN innhold (80 % og oppover) kan pavirke praven i
40



RESULTATER OG DISKUSJON

inndampingsprosessen slik at utbytte blir redusert. Det kan tenkes at hvis forsgket hadde
blitt utfort med lavere konsentrasjon vil det kanskje registreres en storre nedgang av
utbytte. Dette kan skyldes at eppendorfragren som prgvene ble oppbevart oppi, kunne ha
en kapasitet pa hvor mye peptid som kunne adsorberes. Prover med hgy konsentrasjon
av peptider vil overstige kapasiteten, og mengden som blir adsorbert er ubetydelig i forhold
til den totale mengden i praven. | praver med lav peptidkonsentrasjon, ville det gir mye
starre utslag pa utbyttet. Figurer 6.10 og 6.11 viser peptidpraver av tryptisk klippet
cytokrom C etter Speedvac-inndamping pa 4 mg/ml og 0,4 mg/ml. For peptidpreven pa 0,4
mg/ml (figur 10) registreres det kun tre topper, mens i peptidpraven pa 4 mg/mi (figur 6.11)
registreres 11 topper og intensitene til toppene er mye kraftigere enn ved 0,4 mg/m. Dette
gir stotte for at eppendorfrarene har enn kapasitet og for peptidpraven pa 4 mg/ml ble

kapasiteten overskridet.

SpeedVac-inndamping

120 4

100 -

oilll‘lll ‘I
/\.

SIS OO U LA RN
Ay AT AT R DT R AV A A AN AT o

(0]
o
|

Utbytte (%)
o)
o

N
o
|

N
o
|

m/z

Figur 6.8 viser tryptisk klippet cytokrom C utbytte i 20 % ACN etter SpeedVac-
inndamping.(For m/z verdier:390.4, 585.0 og 737.4 er det to signalresponser for

samme m/z verdi, dette skyldes at 2 peptider har samme m/z verdi).
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Figur 6.9 Diagram av tryptisk klippet cytokrom C utbytte til ulike ACN-
konsentrasjoner etter SpeedVac-inndamping.
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6.1.5 Peptidigselighet

| utgangspunktet ble peptidlasningen relgst i mobilfase A som i Boersemas artikkel [3] etter
inndampingstrinnet. Mobilfase A inneholdt 20% vandig buffer (NH4Ac) og 80% ACN. For at
peptidlgsningen kunne separeres pa ZIC-HILIC-kolonnen ma det relgses i en lgsning som
ikke hadde for hgyt konsentrasjon av vann. Hensikten med dette forsgket var a finne ut om
20% buffer var nok til & lase opp alle peptidene i praven. Det kan veere at peptidene
trenger hayere konsentrasjon enn 20% vann for a la seg loses. Forsgket ble utfort pa
folgende mate; 50 ul av en 100 ug/ml klippet cytokrom C-lgsning ble inndampet pa
SpeedVac, relgst i 200 pl losning med forskjellig forhold av buffer og ACN. Buffer og ACN
ble blandet for de ble brukt til relgsing. Blandingsforholdene som ble testet var 5%, 10%,
15%, 20%, 40%, 60% og 80% av vandig buffer. Resultatene pa HILIC med UV-deteksjon
er vist i figur 6.12 og 6.13. | kromatogrammet i figur 6.12 viser det stor forbedring i
loselighet av peptidene fra 5-20% vandig buffer. Toppene i 20%-kromatogrammet er
storre, i tillegg til at flere topper ble observert. Alle prgvene inneholdt samme mengde
peptid og ble relgst i samme volum. Siden signalresponsen (toppene) i UV-deteksjon er
proporsjonal med mengde eller konsentrasjon av stoffet i lasningen, vil bedre respons si at
det var storre mengde peptider lgst i loasningen. Dermed kunne det konkluderes med at
peptidlgslighet gkte med okt vanninnhold i lasningen. For kromatogrammene med 20%,
40%, 60% og 80% (figur 6.13), ble det ikke observert noe betydelige forbedringer.
Toppene var relative like i storrelse og de fleste samme toppene ble observert i alle fire
kromatogrammene. Dette innebzerte at peptidene hadde nadd sin maksimale lgselighet i
20%-lgsningen, nar lgsningsvolumet var pa 200 pl. Ut fra disse resultatene ble mobilfase

A (20% vanndig buffer) videre brukt til relgsing i forkant av analyse pa HILIC.
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1 - 20080213 #5 [modified by Administrator] 0080213 cc0.25mgml A 5%AmA

g UV VIS 1
2-20080213 #4 20080213 cc0.25mgml B 10%AmAc uv_vis_1
435 4-20080213 #2 20080213 cc0.25mgml D 20%AmAc UV VIS 1
mAU WVL:214 nm
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Figur 6.12 Kromatogram av peptider lost i 5%, 10%, 15% o0g 20% losning av 20 mM

NHiAc buffer, ved balgelengden 214 nm.
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Figur 6.13 Kromatogram av peptider lost i 20%, 40%, 60% og 80% losning av 20 mM

NHiAc buffer, ved balgelengden 214 nm.
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6.2 OPTIMALISERING AV HILIC
6.2.1 Ulike typer gradienter

| startfasen ble det brukt en lineaer gradient som bestod av 0 til 80% mobilfase B (20% 20
mM NHsAc buffer) over 30 minutter. Figur 6.14 og 6.15 viser kromatogrammet av cytokrom
C som ble kjort med denne gradienten. Denne metoden ga en tilstrekkelig separasjon pa
30 min, men det var likevel gnskelig a fa til en separasjon hvor toppene ble fordelt helt ut i
gradienten. Arbeidet med a utvikle andre gradienter ble derfor startet. Ut fra
kromatogrammet ser det som om peptidene i hovedsak elueres ut for 24 min, ved dette
tidspunktet var det 65% mobilfase B. Denne konsentrasjon av mobilfase B ble

endepunktet for de senere gradientene.

1g5..20080123#2 [moified by i 20080123 cc 0,2mg/m UV_VIS 1
mAl WVL:214 |

150

125

100+

L e e e e e e I e e ey 0 e B e R
12 25 38 50 6.3 75 88 100 1.3 125 138 15.0 16.3 175 188 20 213 25 28 20 263 215 288 300 314

Figur 6.14 Kromatogram av lineaer gradient ved 214 nm
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Figur 6.15 Kromatogram av lineaer gradient ved 254 nm
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Kromatogrammene med 214 nm eller 254 nm som vises i figurer 6.14 og 6.15 var veldig
ulike. Det ble observert flere og starre topper i 214 nm enn i kromatogrammet ved 254 nm.
Peptidene absorberte altsd UV-straling bedre ved 214 nm enn 254 nm. Toppene som ble
observert i et 254 nm kromatogram ble ogsa funnet i tilsvarende kromatogram ved 214
nm. Selv om de senere forsgkene ble utfert med begge bolgelengder vil det kun fokuseres

pa resultatene ved 214 nm.

To ulike gradienter ble testet. Forst ble det forsokt med en eksponentiell gradient fra
0-65% mobilfase B pa 30 min. Denne er illustrert i figur 6.16. Den andre var en linezer
totrinnsgradient. | trinn 1 gikk fra 0-17,5% mobilfase B pa 12,5 min, og trinn 2 fra 17,5-65%

mobilfase B pa 17,5 min. Figur 6.17 viser totrinnsgradienten.

% mobllfase ,B_
65 -+ |

0 30 mJ:.n
Figur 6.16 Eksponentiell gradient
% mobilfase B
65 -
17,51
0 12,5 30
min

Figur 6.17 Totrinnsgradient
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Kromatogrammene av de forskjellige gradientene viste at peptidene ble fordelt over storre

del av gradienten. Figur 6.18 viser de tre gradientene pa ZIC-HILIC kolonne. Toppene ble
dratt utover for de nye gradientene og dette gir en bedre separasjon enn den
utgangspunkte lineaere gradienten. Det var ingen merkbare forskjeller i separasjonsevne
mellom den eksponentiell og totrinnsgradient. Totrinnsgradienten ble vurdert som noe

enklere enn eksponentiell gradienten, og at det sannsynligvis la seg lettere og

reprodusere. Ut fra dette kriteriet ble totrinnsgradienten benyttet videre i oppgaven.
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Kromatogram av gradientene pa ZIC-HILIC kolonne; (1) er linezer gradient, (2) er

eksponentiell og (3) er totrinnsgradient.

6.2.2 Repeterbarhet

For a teste repeterbarhet av analysene med hensyn til retensjonstid, ble det kjort 5

paralleller med konsentrasjon 1 mg/ml klippet cytokrom C pa HILIC. Figur 6.19(A) viser 5
parallelle prover. Toppene ser ut til og elueres ut relativt likt, utenom det ene proven

47



RESULTATER OG DISKUSJON

(nederste praven i figur 6.19(A)), hvor toppene etter 12 minutter elueres ut litt for i
kromatogrammet i forhold til de andre provene. | tabell 6.4 og 6.5 viser de observerte
toppenes retensjonstid og intensitet. Fgur 6.19(B) viser kromatogram av toppnummerene
brukt i tabell 6.4 og 6.5. Ikke alle topper ble observert i alle prevene. Toppene med hgy
intensitet hadde mindre avvik i retensjonstid og intensitet enn topper med mindre
intensitet. Standardavviket varierte fra 0,3-18,4 sekunder for retensjonstiden, mens
standardavviket varierte fra 4-43% for intensiteten. Ut fra dataene for retensjonstiden viser
at systemet er robust og gir tilstrekkelig repeterbarhet i praver med hay konsentrasjon av
analytt eller kvalitative analyse. | kvantitative analyse vil ikke dette systemet veere
tilstrekkelig hvis analytten er i lav konsentrasjon. Bruk av mer sensitiv detektor som kunne

bedret deteksjonen behgves.

1 - 20071001 #5 [modified by Administrator] 120071001-Imgmlce | UV VIS 1|
2- 20071001 # [modified by Administrator] 20071001-1mgmicc2 UV_VIS_1

4- 20071001 #8 [modified by Administrator] 20071001-1mgmiccd UV_VIS_1

mAU WVL:244nm
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Figur 6.19(A) Kromatogram av 5 parallelleprover
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Figur 6.19(B) Kromatogram av toppnummerene brukt i tabell 6-4 og 6-5
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Tabell 6.4 Retensjonstid (min) for toppene i figur 6.19

Toppnummer Gjennomsnitt Standardavvik Standardavvik (sek.)
1 1.43 0.01 0.54
2 1.75 0.01 0.35
3 1.91 0.01 0.33
4 3.25 0.04 2.36
5 3.98 0.13 7.65
6 6.7 0.07 417
7 7.23 0.04 2.19
8 7.73 0.02 1.31
9 8.92 0.03 1.83
10 1217 0.04 2.35
1 13.6 0.12 7.39
12 14.23 0.14 8.34
13 14.81 0.19 11.22
14 15.59

15 16.87 0.31 18.41
16 17.56 0.23 13.94

(For topper som hadde mindre enn 3 observasjoner, ble det ikke beregnet standardavvik av.)

Tabell 6.5 Intensitet for toppene i figur 6.19

Toppnummer Gjennomsnitt Standardavvik Relativ standardavvik (%)
1 0.70 0.10 13.83
2 18.29 0.73 4.01
3 30.41 1.14 3.76
4 6.37 1.06 16.64
5 0.59 0.25 42.96
6 0.96 0.30 30.80
7 9.59 0.80 8.37
8 3.12 0.77 24.73
9 0.73 0.07 9.86
10 3.50 0.47 13.30
" 16.62 2.20 13.27
12 4.43 0.36 8.21
13 1.51 0.22 14.28
14 0.70

15 3.56 0.55 15.46
16 411 0.62 14.98

(For topper som hadde mindre enn 3 observasjoner, ble det ikke beregnet standardavvik av.)
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6.3 OFFLINE FRAKSJONERING

Det ble startet med a fraksjonere i 5 minutters fraksjoner i 30 minutter. Ut fra resultatene
fra forsgket, ble det observert at de mest intense peptider elueres ut i mellom 4 og 19
minutter. Fraksjonene fra HILIC kunne ikke direkte overfares til RPC uten bearbeiding pa
grunn av hgyt ACN innhold. Fraksjonen med hgyest ACN innhold kan i teorien inneholde
80% ACN. Injeksjon med pravelgsning med 80% ACN pa RPC kan fgre til at proven ikke
blir retardert tilstrekkelig og dermed blir eluert ut i front. Tre fremgangsmater ble vurdert for

a redusere det hoye ACN-konsentrasjonen i fraksjonene.

1) Inndamping av fraksjoner

Slik det er beskrevet i avsnitt 6.1.3 kunne fraksjonene inndampes, og deretter relgses i
mobilfase A til RPC. Fordelen med denne metoden var at prgven kan oppkonsentreres ved
a relgse proven i et mindre volum en utgangsvolumet. Dette kan veere nyttig nar det er
lave konsentrasjoner i prgven. Ulempen var inndampinsprosessen krevde lang tid i forhold

til de andre fremgangsmatene.

2) Delvis inndamping

For & spare tid kan det utferes delvis inndamping, etterfulgt av injeksjon pa RPC. Denne
metoden innebar at proven ikke ble fordampet helt. Tanken var at ACN ville dampe bort
forst pa grunn av ACN hadde lavere kokepunkt enn vann. Dermed ville den resterende
lasningen inneholde mye vann og lite ACN. Ulempen var at proven ikke ble
oppkonsentrert tilstrekkelig og at ACN innehold vil kunne variere fra gang til gang. Denne

metoden ble ikke testet i denne oppgaven.

3) Fortynning

Dette var den minst tidskrevende metoden. Ulempen var at konsentrasjonen av prgven ble
redusert. Ved a fortynne fraksjonene 10 ganger, ville den fraksjonen med mest ACN kun
inneholde 8% ACN. En slik konsentrasjonen av ACN i praven ville ikke pavirke retensjon
av peptidene i RPC. Fortynningslagsningen kunne dermed injiseres direkte i RPC uten mer

bearbeiding.
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Det ble gjort forsgk med inndamping og fortynning, og metodene ble sammenlignet med
hensyn til utbytte. Pravene ble separert og fraksjonert pa ZIC-HILIC, deretter ble
halvparten av fraksjonen fordelt til inndamping og den andre halvparten til fortynning. Det
ble tatt ut 100 ul av hvert inndampingsfraksjon og blandet med 900 pl ionebyttet vann
(tilsvarte 10 ganger fortynning), slik at resultatene lett kunne sammenlignes. Figur 6.20
viser peptidenes intensitet ved SpeedVac-inndamping og fortynning. Dette forsgket viste at
inndamping metoden ga darligere utbytte en fortynningen. Dette ga stotte for teorien om at

ACN pavirket inndampingsprosessen slik det ble nevnt i avsnitt 6.1.4.

Figur 6.21 viser utbytteforholdet mellom fortynning og direkte injeksjon (referansen). Ut fra
figur 6.21 la utbytteforholdet til fortynning til de mest intense toppene pa mellom 70-100%.
Ved hgye konsentrasjoner var det en fordel & benytte fortynningsmetoden, fordi det tok
kortere tid og utbyttet ble bedre enn inndampingsmetoden. Likevel ble
inndampingsfremgangsmaten foretrukket, da preven kan oppkonsentreres. Ved relgsing
av prover i et mindre volum enn det praven var opprinnelig vil det kunne bli mange ganger
mer konsentrert. P4 denne maten kan mengde prgve som blir injisert vaere mye storre enn
ved fortynning i samme injeksjonsvolum. Oppkonsentreringsgraden er avhengig av

volumet til fraksjonen og volumet det relgses i.
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Figur 6.20 Intensitet av peptidene ved fortynning og inndamping
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Figur 6.21 Utbytte av klippet cytokrom C peptidene ved fortynning i forhold til

direkte injeksjon
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6.4 TODIMENSJONALE ANALYSER

6.4.1 2D-HILIC-RPC
Peptidlgsning pa 1 mg/ml ble injisert pa HILIC etter tryptisk klipping og fraksjonert i 6

fraksjoner pa 5 minutter hver. Fraksjonene ble samlet i eppendorfrar og ble inndampet pa
SpeedVac. | dette forsgket ble det brukt mobilfase A som bestod av 5% vandig buffer til &
relgse preven i forkant av HILIC analyse. Selv med 1 mg/ml peptidlgsning ble det ikke
observert mange topper i forhold til en peptidlasning pa 0,2 mg/ml i mobilfase A (20%
vandig buffer). Dette skyldes at peptidene hadde darlig laselighet i mobilfase A (5% vandig
buffer). Figur 6.22 viser kromatogram av 1 mg/ml kjoring med mobilfase A (5% vandig
buffer) og 0,2 mg/ml i mobilfase A (20% vandig buffer). | forkant av injeksjon pa RPC ble
fraksjonene relgst i 200 ul mobilfase A til RPC. Fraksjonen ble kjort etter hverandre i den
rekkefalgen de ble samlet opp. Tabell 6.6 viser oversikt over peptider og deres
retensjonstid pa RPC og HILIC (fraksjonsnummer). Hvis fraksjonsintervallet i forste
dimensjon hadde veert mindre, ville dette kunne fore til en mer presis observasjon av
peptidenes retensjonstid i forste dimensjonen. | teorien kan identifisering av en biomarkor
gjores i forste dimensjon hvis biomarkgren er kjent, med kjent retensjonstid og kraftig

signalrespons.

1 - 20071001 #8 [modified by Administrator] 0071001-1mgmlcc4] UV VIS 1
a5 2- 20080208 #8 20080208 cc200ugml 1 UV VIS 1
ImAU

WVL:214 nm

3004

2004

100

Figur 6.22 Kromatogram av 1 mg/ml kjoring med mobilfase A (5% vandig buffer) og
0,2 mg/ml i mobilfase A (20% vandig buffer)
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Tabell 6.6 Oversikt over peptider og deres fraksjonsnummer i forste dimensjon

(HILIC) og retensjonstid i andre dimensjon (RPC)

m/z HILIC fraksjonsnummer HILIC fraksjonsintervall RPC tr (min) Sekvens Antall aminosyrer
817.5 1 0-6min 18.45 IFVQKCAQCHTVEK 13
545.5 1 0-6min 18.41 IFVQKCAQCHTVEK 13
737.4 1 0-6min 20.29 GITWKEETLMEYLENPKK 18
553.4 1 0-6min 20.34 GITWKEETLMEYLENPKK 18
694.7 1 0-6min 21.61 GITWKEETLMEYLENPK 17
807.1 1 0-6min 23.07 KYIPGTK 7
737.4 2 6-10min 20.53 GITWKEETLMEYLENPKK 18
553.4 2 6-10min 20.51 GITWKEETLMEYLENPKK 18
694.7 2 6-10min 21.72 GITWKEETLMEYLENPK 17
807.1 2 6-10min 23.12 KYIPGTK 7
779.4 3 10-15min 13.63 TGPNLHGLFGR 1
390.4 3 10-15min 13.76 TGPNLHGLFGR 1
390.4 3 10-15min 12.63 MIFAGIK 7
817.6 3 10-15min 12.86 IFVQKCAQCHTVEK 15
694.7 3 10-15min 21.76 GITWKEETLMEYLENPK 17
542.5 4 15-20min 13.6 EETLMEYLENPKK 13
779.4 4 15-20min 13.29 MIFAGIK 7
390.4 4 15-20min 13.22 MIFAGIK 7
585.1 4 15-20min 14.72 TGPNLHGLFGR 1
390.4 4 15-20min 14.74 TGPNLHGLFGR 1
634.4 5 20-25min 3.72 IFVQK 5
604.4 5 20-25min 6.66 GITWK 5
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6.4.2 Retensjonsrekkefalge av peptider i HILIC og RPC

| HILIC blir hydrofile stoffer mest retardert. Ut fra hvilket fraksjonsnummer peptidene ble
eluert ut i (tabell 6.6), kan det ser ut som peptider med okende lengde av aminosyrekjede
eluerte ut tidligere i HILIC. Qket antall aminosyrer i peptidkjeden vil gi en redusering i
hydrofile egenskaper, noe som kan forklare hvorfor lange peptider eluerte ut tidligere enn
korte peptider i HILIC. | RPC blir stoffer med okende hydrofobe egenskaper retardert i
hoyere grad. Peptidenes retensjonstid i RPC i tabell 6.6 viser at med gkende
aminosyrekjede lengde oker ogsa retensjonstid. Figur 6.23 og 6.24 viser antall aminosyrer
i peptidkjeder og peptidenes retensjonstider i HILIC (fraksjonsnummer) og RPC. Ut fra
resultatene kan det konkluderes med at separasjonsprinsipper i HILIC og RPC er i

overensstemmelse med teorien som ble beskrevet tidligere.
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Figuret viser antall aminosyrer i peptidkjeden og retensjonstid til peptider
(fraksjonsnummer) i HILIC
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Figuret viser antall aminosyrer i peptidkjeden og retensjonstid til peptider i RPC
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6.4.3 Ortogonalitet

| 2D separasjon er det vanlig & benytte to uavhengig fysikalske egenskaper til peptider for
a separere peptidene fra hverandre. Nar egenskapene er virkelig uavhengige da er
metoden ortogonal. Ved & plotte retensjonstiden (fraksjonsrekkefelge) for peptidene i
forste dimensjon mot retensjonstiden i andre dimensjon, vil dette gi et ortogonalitetsplott.
Figur 6.25 viser ortogonalitetsplott for peptidene i tabell 6.6. Ut fra regresjonslinjen viser en
svak helning mot nedre hgyre. Dette betyr at peptider som elueres tidlig ut i HILIC har en
liten tendens til & elueres ut sent i RPC, og omvendt. Retensjonstidene viser en svak
korrelasjon mellom de to dimensjonene. Dette har negativ innflytelse pa ortogonaliteten for
dette 2D systemet. Utenom det viser plottet relativt god spredning av peptidenes
retensjonstid. Spredningen hadde trolig blitt enda mer tydelig hvis det hadde veert flere
malingspunkter. Plottet hadde blitt mer komplett hvis fraksjonsintervallet ble redusert, da
hadde retensjontiden i forste dimensjon blitt mer ngyaktig. Det kan konkluderes med at
2C-ZIC-HILIC-RPC ikke gir perfekt ortogonalitet, men det er godt nok for & gi en

tilstrekkelig separasjon i denne type analyser.
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Figur 6.25 Orgonalitetsplott for 2D-ZIC-HILIC-RPC
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6.5 ANALYSE AV PASIENTPR@VE PA HILIC

Havard Loftheim som arbeider med prosjektet med a finne biomarker i urin, har benyttet

HILIC metoden med totrinnsgradienten i denne oppgaven for a analysere urinprover fra
pasient. Prgven var bearbeidet med de forskjellige trinnene illustreres i figur 1, i forkant av
analysen. Det ble kjort to paralleller av prgven. Figur 6.26 viser kromatogram av
pasientprgven. Kromatogrammet viser god separasjon for peptider. Prgven var fra en
nyretransplantert pasient med urin som inneholdt veldig mye proteiner. Det ble registrert
mange topper og intensitetene pa toppene var kraftige. Dette tyder pa at metoden vil
kunne ha en akseptabel deteksjonsgrense for pasienter med denne patologiske tilstanden.
Metodens gradient ser ut til & veere tilstrekkelig for separere de fleste toppene. Det er jevn
separasjon opp til 24 minutter. Injeksjonsfronten er kraftig. Det kan skyldes at peptider eller
andre forbindelser med begrensende hydrofile egenskaper er tilstede i fronten. Gradienten
har fortsatt forbedringspotensial slik at toppene blir fordelt enda mer ut i gradienten.
Repeterbarheten ser ut til & veere lovende. Toppene ser relative like ut og de fleste
toppene kan observeres i begge kromatogrammene. Det kan derfor konkluderes med at

metoden er egnet for urinprgver fra nyretransplanterte pasienter.

1 - 20080403 #3 [modified by Administrator Pasienturin 2+ prove 1 UV VIS 1
42%2 - 20080403 #4 Pasienturin 2+ prave 2 UV VIS 1
mAY WVL:214 nm

3004
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100+

Figur 6.26 Kromatogram av pasientprgve pa HILIC
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7. KONKLUSJON

| denne oppgaven ble det utviklet og implementert et offline todimensjonalt ZIC-HILIC-RPC
-system med MS deteksjon for analyse av urinprever fra pasient. Cytokrom C ble valgt
som modellprotein. For & kunne bestemme klipprodukter til cytokrom C, ble proteinet
klippet med trypsin og spesifikke klipprodukter til cytokrom C ble identifisert ved hjelp av
spesifikke MS/MS-spekter. Det ble sa valgt ut 11 m/z-verdier (markarer) som skulle

monitoreres videre i SIM modus, med hensyn til signalintensitet og peptidspesifisitet.

Det ble startet med & lage separate metoder for de to dimensjonene.

HILIC ble optimalisert ved a teste ut tre forskjellige gradientprogrammer; lineger-,
eksponentiell- og totrinnsgradient. Eksponentiell og totrinnsgradient ga mest
tilfredsstillende separasjon av peptider, men totrinngradienten ble valgt til videre bruk fordi

den sannsynligvis vil kunne gi bedre repeterbarhet enn en eksponentiellgradient.

Det ble sammenlignet forskjelllige inndampingsmetoder og overfaringsteknikker av
fraksjonene fra farste dimensjon til andre dimensjon. Det viste seg at ingen merkbare
forskjeller ble registrert mellom SpeedVac- og nitrogen-metoden. Selv om begge metoder
ga bade fordeler og ulemper, ble SpeedVac foretrukket videre i oppgaven, pa grunn av at
parametrene lettere kunne kontrolleres i forhold til nitrogen-metoden. Det kan ogsa ser ut
til at ACN har en effekt pa utbytte ved inndamping av prever med hgyt innhold av ACN.
Praver med 80% ACN innhold viser en tendens til & gi darligere utbytte i forhold til prever
med lavere ACN innhold. Ut fra peptidlgselighetsforsgket ser det ut som peptidene hadde

nadd sin maksimale lgselighet i 20% vandig buffer.

Det var flere overforingsteknikker som kunne blitt benyttet i denne oppgaven, men det var
bare inndampings- og fortynningsmetoden som ble testet. Ved hgye konsentrasjoner var
det en fordel & benytte fortynningsmetoden, fordi det tok kortere tid og utbyttet ble bedre.
Likevel ble inndampingsfremgangsmaten foretrukket, fordi ved oppkonsentrering kan
mengde pragve som blir injisert vaere mye storre enn i samme injeksjonsvolum ved

fortynning. Dette kan veere ngdvendig hvis prgven er i lav konsentrasjon.

Videre ble ZIC-HILIC-RPC-system testet for separasjonsevne med tanke pa ortogonalitet.
Det viste at det ikke gir perfekt ortogonalitet, men separasjonen var relativ god og

tilstrekkelig for denne type analyser. Retensjonsrekkefolge av peptider i HILIC og RPC ble
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undersgkt. | HILIC blir hydrofile stoffer mest retardert. Det ser ut som lange peptider
eluerte ut tidligere enn korte peptider i HILIC. | RPC blir stoffer med gkende hydrofobe
egenskaper retardert i hgyere grad og resultatet viste at retensjonsprinsippet var omvendt
i forhold til HILIC.

ZIC-HILIC-metoden med totrinngradienten ble testet pa urinprove fra en nyretransplanterte
pasient. Det observeres kraftige signalresponser og metoden ser ut til & ha god
repeterbarhet. Separasjonen var relativ god men det kan vaere ngdvendig med en

bearbeiding av metoden for & fa enda bedre utnyttelse av gradienten.

Denne oppgaven gir et godt utgangspunkt for videre arbeid i analyse av proteiner i
urinprover, og bruk av ZIC-HILIC i 2D-LC-MS. Like fullt er det nedvendig for optimalisering
av separasjonsmetodene og fraksjoneringsprosessen, for systemet kan benyttes til

kvantifisering av peptider i urinprgver, og som diagnostisk verktgy.
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