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Abstrakt

Hepcidin je peptid, ktery se tvoti v hepatocytech a ktery je sekretovan do krevni
plazmy a vyluovan moci. Predpoklada se, Ze tento peptid hraje dileZitou regulacni
ulohu v metabolismu zeleza a ur¢eni zmén jeho hladiny v moc¢i a krevnim séru ma
vyznam pro diagnoézu zévaznych onemocnéni. Dosud popsané metody pro stanoveni
hepcidinu v mo¢i a séru maji omezeni a nelze je obecné pouzivat. V soucasné dob¢ se
pro konec¢nou analyzu hepcidinu pouziva MALDI-TOF MS. Pied timto zavéreénym
krokem je vSak nutna separace peptidu ze vzorkii moci nebo séra.

Predmétem diplomové prace bylo studium separacnich metod, které by nasledné
umoznily MALDI-TOF MS analyzu hepcidinu. V nasi praci jsme pouzili magnetické
sorbenty lisici se gelovou matrici a funkénimi skupinami. Byly pouzity jednak komercni
magnetické sorbenty obsahujici ~COOH skupiny a jednak hydrofilni polymetakrylatové
mikrocastice P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi kovovymi ionty (pfipravené
na Ustavu makromolekularni chemie AV CR).

Nase vysledky prokazaly, Ze pro adsorpci hepcidinu pti pH 6,8 je mozné pouzit
komer¢ni magnetické castice fluidMAG-CMX, SiMAG-Carboxyl a SiMAG-Silanol.
Magnetické ¢astice P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’'natymi ionty jsou
pro adsorpci standardu hepcidinu pouzitelné v Sirokém rozmezi pH, zatimco v piipadé
imobilizovanych Co(Il), Zn(II) a Fe(III) byla adsorpce hepcidinu pozorovana pouze pfi
kyselém pH.

Bylo prokazano, ze optimalizované podminky pro adsorpci standardu hepcidinu
na riznych magnetickych ¢asticich jsou pouzitelné 1 pro analyzu kontrolniho vzorku

moci zdravého jedince.

Klic¢ova slova: hepcidin; magnetické sorbenty; MALDI-TOF MS



Abstract

Hepcidin is cysteine-rich cationic peptide produced by hepatocytes, secreted into
blood plasma, and excreted in urine. Hepcidin is proposed to be the key regulator of
iron metabolism and an evaluation of changes in the hepcidin level is important for
diagnosis of several diseases. However, methods used for the hepcidin detection and
determination in urine and serum have certain limitations. At present time MALDI-TOF
MS based approaches have been applied for final analysis of urinary and/or serum
hepcidin levels. Before MS analysis, separation of hepcidin from analyzed samples is an

important and necessary step.

The aim of this study was to compare the ability of several magnetic sorbents
with different coating matrix and/or different terminal functionalized groups to adsorb
hepcidin prior MS analysis. Either commercial magnetic sorbents containing —-COOH
groups or magnetic hydrophilic IDA-modified polymethacrylate microparticles
P(HEMA-co-GMA)-IDA with immobilized metal ions were use for this purpose.
Hepcidin was adsorbed to magnetic sorbents containing linked carboxyl groups (i.e. to
weak cation exchange magnetic particles) at pH 6.8 independently on a nature of
magnetic particle coating layer. Magnetic particles P(HEMA-co-GMA)-IDA
with immobilized Cu(Il) ions were found to adsorb hepcidin in a wide region of pH,
while in the case of immobilized Co(II), Zn(II) and Fe(III) ions the peptide adsorption

was observed only in acidic pH.

Obtained results have shown, that found optimalized condition for the adsorption
of hepcidin standard to different magnetic sorbents can be applied for the peptide

adsorption from samples of human urine.

Keywords: hepcidin; magnetic sorbents; MALDI-TOF MS
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Uvod

Hepcidin je 25-aminokyselinovy antimikrobidlni peptid, ktery ma dilezitou
ulohu v regulaci metabolismu Zeleza, tvofi se v hepatocytech a je sekretovan do krevni
plazmy a vyluovan moci. Syntéza hepcidinu je stimulovdna nadbytkem Zeleza a
naopak potlacovana u anémie a hypoxie. Detekce a kvantifikace bioaktivniho hepcidinu
by podstatné usnadnila diagnézu nckterych onemocnéni (napf. genetické
hemochromat6zy a anémie chronickych chorob).

V posledni dobé byla vénovana zvySend pozornost vyvoji a aplikaci separacnich
technik, které pouzivaji magnetické Castice. Ty jsou diky svému velkému specifickému
povrchu vhodné pro adsorpci peptidi a rizné modifikované magnetické cCastice se
pouzivaji k selektivni separaci peptidl pied analyzou na MS.

V soucasnosti je nejrozsifenéjsi MS technikou v analyze proteinli a peptidi
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gc¢asti matrice ( MALDI -
Matrix Assisted Laser Desorption Ionization). MALDI je Setrna ionizacni technika
vhodna k ionizaci netékavych vysokomolekularnich latek z pevné faze. Nejvyznamnéjsi

uplatnéni nachdzi MALDI v proteomice pii identifikaci proteinii a peptidi.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Hepcidin

Hepcidin je 25-aminokyselinovy antimikrobidlni peptid ucastnici se regulace
metabolismu Zeleza v organismu.'” Tento peptid byl poprvé objeven v lidské moci a
plazmé.** Hepcidin existuje ve tiech riiznych formach, Park et al. identifikovali v lidské
moci také hepcidin-20 a hepcidin-22, coz jsou formy hepcidinu-25 zkracené na
N-koncové stran& peptidového fetézce.” V lidské mo&i a séru je mozno detegovat
hepcidin-25 a hepcidin-20, zatimco hepcidin-22 byl nalezen pouze v moé&i.’ Regulace
zeleza je témét vyluéné zpusobend hepcidinem-25 a zkradcené formy peptidu jsou témet
neaktivni.®’

Hepcidin je produkovany zejména v hepatocytech, sekretovan v plazmé a
vyluovan v moci. Hepcidin vznikd z vétSiho prekurzoru preprohepcidinu, ktery
obsahuje 84 aminokyselin. Preprohepcidin je $té€pen signalni peptidasou na prohepcidin
obsahujici 60 aminokyselin, ktery je pak nasledn¢ Stépen furinem na krat$i formy

389) " Agkoli byl hepcidin poprvé objeven v

peptidu: hepcidin-20 a hepcidin-22 (cit.
lidské moci a séru, nejvice informaci o jeho struktufe, funkci, expresi a regulaci bylo

ziskano in vitro piistupy a studiemi na mysich modelech.'

1.1.1 Struktura hepcidinu

NMR (nuklearni magnetickd rezonance) spektroskopii zjisténa struktura
lidského hepcidinu-25 je znazornéna na obr. 1.1. Bylo zjisténo, ze tento maly peptid
obsahujici 8 cysteint tvofi jednoduchou vlasenkovou strukturu obsahujici B-strukturu,
ktera je stabilizovana 4 disulfidickymi miistky mezi dvéma antiparalelnimi fetdzci.'’
Jeden z disulfidickych mustkl je umistény v nejbliz§Sim okoli vlasenkové klicky, ktera
ukazuje na moznou rozhodujici oblast v aktivit¢ molekuly. Pfitomnost vice cysteind a
vzajemné propojeni disulfidickymi mastky je vysoce konzervovano mezi rdznymi
ivo&ignymi druhy.’ Hepcidin je bohaty na bazické aminokyseliny, a ma izoelektricky

bod 8,2 (cit.").
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Pokusy in vivo (na mySich) a in vitro s pouzitim syntetického hepcidinu ukazaly,
ze regulace zeleza je témét vylucné zavisla na hepcidinu-25, nejvice se na této funkci
uplatituje pét N-koncovych aminokyselin. Typicka p-struktura s amfipatickymi

vlastnostmi je znamkou antimikrobialni funkce.*’

Arg

N-terminus

C-terminus

Obr.1.1 Molekulov4 struktura a sekvence lidského hepcidinu-25 (cit.'")

Cervené - zaporné nabity zbytek kyseliny asparagové, modie - kladné nabité zbytky
argininu a lysinu a histidinu, Zluté - disulfidické mustky, zelené - histidinovy zbytek,
ktery se uplatiiuje pii IMAC separaci

1.1.2 Funkce hepcidinu

Bioaktivni hepcidin-25 hraje rozhodujici roli v metabolismu zeleza. Lidé a
ostatni savci nemaji zadny ucinny mechanismus, jak se zbavit nadbyte¢ného zeleza.
Regulace zdsob Zeleza je uskuteCiiovdna na Urovni regulace jeho stfevni absorpce.
Nedojde-li pfi zvySujicich se zasobach Zeleza k vyraznému omezeni jeho dalsi stievni

absorpce, dochézi ke kumulaci Zeleza v jatrech a fad¢ dalSich organt. ZvySeny piijem
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zeleza v dieté (ale 1 parenteralni podani Zeleza) indukuje zvySenou syntézu hepcidinu v
jatrech. Molekularni detaily aktivace hepcidinu Zelezem nejsou zcela jasné, urcitou roli
ziejme hraje receptor pro transferin 2, receptor pro BMP (bone morphogenetic protein)
a rovnéz nedavno indentifikovany protein hemojuvelin. Hepcidin blokuje uvoliiovani
zeleza z enterocytll a tim zastavuje jeho stfevni absorpci. Blokuje také uvolnovani
zeleza z makrofagl a to tak, ze se vaze na ferroportin a indukuje jeho internalizaci a
degradaci v lysozomech. Produkce hepcidinu ale neni vazana jen na stav zasob zeleza.
Jaterni syntéza hepcidinu je inhibovana u pacientd s anémii a hypoxii; mobilizace Zeleza
z traviciho traktu a makrofagl je nezbytnd pro aktivaci erytropoézy a dostateCnou
ucinnost erytropoetinu. Snizena hladina hepcidinu mize byt zodpovédnd za vétSinu
pripadt hereditarni (genetick4) hemochromatézy '*"°

Naopak zanét, napt. prostfednictvim IL-6 (interleukin-6), stimuluje jaterni synté-
zu hepcidinu. Nadbytek hepcidinu mlze byt hlavnim znakem u anémie zpiisobené
zénétem. Anémie chronickych chorob je tak spojena s dlouhodobou stimulaci produkce
hepcidinu, ktery inhibuje stfevni absorpci zeleza a uvoliovani zeleza z makrofagt, a
vyznamné tak pfispiva k rezistenci na erytropoetin. Hepcidin reaguje napf. na zvySeny
pfijem Zeleza v diet¢ mnohem rychleji nez ferritin, informuje nés tedy o kratkodobé
regulaci metabolismu Zeleza.**

Hepcidin se také podili na hostitelské obrané prostiednictvim klesajici
koncentrace extracelularniho Zeleza a zpomaluje tak rist mikrobt, jejichz rist je vysoce

e oy 4,10,24-26
zavisly na tomto zdroji zeleza.™ ™

Hlavni funkce hepcidinu:

* je klicovy regulétor systémového metabolismu zeleza v organismu

* tlumi vstiebavani zeleza

* snizuje resorpci zeleza a jeho uvoliovani z makrofagt

* snizuje mnozstvi zeleza v organismu a koncentraci zeleza v plazmé

» zvySena exprese pii infekénich onemocnénich, zdnétova stimulace (IL-6)
zvySuje jeho tvorbu a pfispiva ke zméndm metabolismu Zeleza u anémie

chronickych chorob
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1.1.3 Stanoveni hepcidinu a jeho vyznam v klinické praxi

Spolehlivd metoda detekce a kvantifikace bioaktivniho hepcidinu by podstatné
usnadnila diagnézu a stanoveni piiciny hereditarni (genetické) hemochromatozy, u niz
je poruSena regulace hepcidinu, zejména pokud by byla kombinovana se sérovymi
parametry metabolismu Zeleza a koncentraci Zeleza v jatrech.'™*’ Stanoveni hepcidinu
by také vyznamné pfisp€lo k diagnostice anémie chronickych chorob i u pacientl s
chronickym selhanim ledvin a ke zji$téni p¥i¢in rezistence na erytropoetin.'

Stanoveni hepcidinu je ovSem vzhledem k velikosti molekuly a malym
rozdilim mezi hepcidinem u riznych sav¢ich druhit obtizné. Jsou pouZivany jednak
imunochemické metody (jako napt. ELISA) a jednak metody zaloZené¢ na hmotnostni
spektrometrii (SELDI-TOF MS, LC-MS/MS, MALDI-TOF MS), které vSak maji ve
stanoveni hepcidinu ur¢itd omezeni. Doposud nebyla popsdna Zzadnd spolehliva

analyticka metoda k rutinnimu stanoveni bioaktivniho hepcidinu v séru a moci.

1.1.4 Metody detekce a stanoveni hepcidinu

Pro detekci a stanoveni hepcidinu bylo vyvinuto né€kolik metod, které vyuzivaji

28,29 30,31

ruzné externi kalibra¢ni standardy, zkracené analogy hepcidinu nebo stabilné
izotopicky znageny hepcidin.’*>® Kazd4 z metod ma oviem uréitd omezeni. PouZivani
externich standardii umoznuje pouze semikvantitativni stanoveni hepcidinu, zatimco
pouzivani izotopicky znaceného hepcidinu je ekonomicky drahé a jeho syntéza neni
snadna.

Obecné, pii porovnani s vétSinou ELISA testil je stanoveni proteinti/peptidii pomoci
MALDI-TOF MS vyhodné, protoZe umoznuje soucasné rozliSit a kvantifikovat rtizné
minut pro kazdou analyzu, zatimco u MALDI-TOF MS je to pfiblizn¢ 1 minuta,
nicmén¢ ob¢ tyto techniky se vzajemné dopliuji. V ptipadé hepcidinu mize byt LC-MS
pouzita k jeho hlub§im strukturnim analyzam, zatimco MALDI-TOF MS je schopna

’ v , s 1: 5,28,29,30,32,33
rychlé a presné detekce hepcidinu.” """
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1.1.4.1 Imunochemické metody

Vroce 2008 byla prezentovana prvni UspéSna imunoanalyza hepcidinu,
umoziiujici stanoveni hepcidinu vséru i moé&i s limitem detekce 5 ng/ml (cit.”’).
Koliaraki et al. zjistil dobrou korelaci mezi stanovenim hepcidinu v séru ELISA testem
a kvantitativnim SELDI-TOF mé&fenim provedeném na $esti vzorcich.”® Kulaksiz et al.

vyvinul ELISA test pro detekei prohepcidinu.™

1.1.4.2 Metody zaloZené na principu SELDI-TOF MS

V soucasnosti existuje mnoho praci popisujicich vhodnost pouziti technik na
principu TOF MS pro cilenou kvantifikaci peptida.* V prvni fadé byl v nékolika
studiich kvantifikovan hepcidin-25 pomoci metody SELDI-TOF MS.>**** Ward et al.
pouzil stabilné izotopicky znaceny wvnitini standard hepcidinu v kombinaci s metodou
SELDI-TOF MS (cit.*?).

Altramure et al. vyvinul semikvantitativni stanoveni hepcidinu v mo¢i metodou
SELDI-TOF MS =za pouziti externich nizkomolekuldrnich standardi jako je
adrenokortikotropni hormon, hovézi inzulin nebo synteticky lidsky hepcidin. Pro
separaci hepcidinu pouzil dva druhy proteinovych cipi: slaby katex (weak cation
exchange CM10) a normalni faze (Normal Phase Chip NP20). Koncentrace hepcidinu
pak normalizoval na mnoZstvi kreatininu a moGoviny v t&le.” Tomosugi et al. pouzil
stejné Cipy ke stanoveni hepcidinu ve vzorcich séra a moci za pomoci externiho
syntetického standardu hepcidinu-25 (cit™). Kroot et al. vylepsil semikvantitativni
stanoveni hepcidinu SELDI-TOF MS nepatrnymi zmé&nami pii Gpravé vzorka.*'

Kemna et al. (cit’) a Swinkels et al. (cit’’) pouzili chromatografické &ipy
s imobilizovanymi méd’hatymi ionty (IMAC30-Cu®") pro IMAC separaci a stanoveni
hepcidinu za pouziti vnitiniho standardu syntetick¢ho hepcidinu, jehoz sekvence byla
zkracena z N-konce o kyselinu asparagovou. Metoda popsanda Swinkelsem et al.
vyzaduje 495 pl moci a jeji nevyhodou je obtiznd automatizace separace na

chromatografickych &ipech.*

1.1.4.3 Metody zaloZené na principu LC-MS/MS

Bansal et al. jako prvni pouzil pro stanoveni hepcidinu kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou MS s iontovou pasti. V tomto piipade byly ke

stanoveni hepcidinu v moc¢i pomoci vnitiniho 1zotopického standardu
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[*C/PN]Gly'***hepcidinu  pouzity magnetické nanolastice se slabym ménicem

kationti.>®

1.1.4.4 Metody zaloZené na principu MALDI-TOF MS

Bansal et al. pouzil magnetické nanocéstice se slabym méni¢em kationtd a
MALDI-TOF MS ke stanoveni hepcidinu v moéi pomoci [*C/**N]Gly'***hepcidinu
jako vnitiniho izotopického standardu. Tato metoda byla zalozena na stejném principu
jako jeho dfive popsana metoda LC-MS/MS a je pouze pro stanoveni hepcidinu v
moéi.***® Anderson et al. popsal novou metodu kvantifikace hepcidinu v lidské mo¢i
MALDI-TOF MS na Mass Spec Turbo &ipu s pomoci hepcidinu-25[Lys'°N?,"*Cq], jako
vnitiniho izotopického standardu.*” Gay et al. popsal kvantitativni stanoveni hepcidinu
v mo¢i s vnitinim standardem pro MALDI-TOF MS s piedchézejici extrakci na pevné

.43
fazi.

1.1.5 Klinicky vyznam hepcidinu

Diky prvni uspésné imunoanalyze hepcidinu, kterou provedl Ganz v roce 2008,
bylo mozno prokazat zvysSené sérové koncentrace hepcidinu u pacientll se zvySenym
CRP (C-Reaktivni Protein), mnoho¢etnym myelomem a chronickym selhanim ledvin,
naopak u pacientii se sideropenickou anémii byly koncentrace hepcidinu na hranici
detekce.”’

Pacienti s chronickou rendlni insuficienci maji zvysSeny sérovy prohepcidin.
Jesté vyssi koncentrace prohepcidinu byly nalezeny u pacienti s chronickym selhanim
ledvin, ktefi podstoupili dialyzu, a u pacientdl po transplantaci ledvin."” Koncentrace
prohepcidinu ale zifejmé koreluji s koncentracemi hepcidinu jen velmi voln€ a méfeni
prohepcidinu se pro klinickou praxi nedoporucuje.*

Pomoci metody, pfi které byly pouzity chromatografické ¢ipy s imobilizovanymi
méd'natymi ionty, bylo mozno prokazat korelaci mezi koncentracemi hepcidinu a ferri-
tinu. Podéani lipopolysacharidu stimulovalo vzestup sérovych koncentraci i mocové
exkrece hepcidinu, pacienti se sideropenickou anémii mély hodnoty hepcidinu ve
srovnani s kontrolami snizeny.’~
Je zifejmé, ze dosavadni informace o koncentracich hepcidinu u pacienti s

chronickymi zanétlivymi onemocnénimi a s chronickym selhdnim ledvin jsou z
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metodickych divodii velmi omezené. Opakované vySetieni hepcidinu by mohlo odlisit
pacienty s akutné zvySenou koncentraci hepcidinu v disledku akutniho zanétlivého
onemocnéni od pacientd s chronickym zanétlivym onemocnénim. Je také mozné, ze v
budoucnu by u pacientii s dlouhodobé vyS§imi sérovymi koncentracemi hepcidinu
mohly byt cilové hodnoty hemoglobinu definovany odlisné od pacientli s normdalni

koncentraci hepcidinu.*’

1.2 Magnetické Castice

V posledni dobé byla vénovana zvySend pozornost vyvoji a aplikaci
magnetickych separacnich technik, které pouZzivaji magnetické castice. Magnetické
separace jsou jednou z perspektivnich moznosti, jak ve vybranych ptipadech urychlit
nebo usnadnit nekteré bézn¢€ pouzivané separacni postupy a metody. Magnetické ¢astice
mohou byt modifikovany biologicky aktivnimi latkami a riznymi funkénimi skupinami
(napf. hydroxylové, karboxylové, aminové), které jsou navazané na povrchu
magnetickych &astic a uplatiiuji se pfi separacich a vazb& vhodnych liganda.***
Magneticka separace ve spojeni s hmotnostni analyzou piedstavuje velmi citlivou a

rychlou metodu pro identifikaci proteind a peptidi z biologickych vzorkd.*

1.2.1 Vlastnosti magnetickych ¢astic

Nejcastéji pouzivanymi materidly pro pifipravu jader magnetickych ¢astic jsou
praskové oxidy zeleza magnetit (Fe;O4) nebo jejich oxidovand forma maghemit (y-
Fe,03). Magneticka jadra mohou byt obalena riznymi syntetickymi polymery (napf.
polyakrylamid, polystyren, polyvinylalkohol), k dostani jsou také cCastice zalozené na
celuloze, agardze, kiemeni a poréznim skle.***®

Magnetické c¢astice maji primér vrozmezi nano- az mikrometrii a jejich
vyhodou je velky specificky povrch. Vétsina biologickych materidlti ma diamagnetické
vlastnosti, které umoznuji ucinné odd¢lit magneticky a magneticky upraveny material.
Mnoho z ¢astic ma superparamagnetické vlastnosti, takze reaguji na vnéjsi magnetické

pole, ale za nepfitomnosti magnetického pole se vzajemné neovliviuji, diky tomu
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. ; . . 46-48
mohou byt snadno resuspendovany a ponechdny v suspenzi dlouho.

1.2.2 Princip a vyhody magnetické separace

Principem magnetické separace je adsorpce cilové slouceniny nebo bunky na
magnetické Castice a nésledné odstranéni vytvorené¢ho komplexu ze studovaného
systétmu pomoci vngj$tho magnetického pole, napiiklad vhodnym magnetickym
separatorem, permanentnim magnetem, ¢i elektromagnetem. Po promyti, mize byt
izolovanad sloucenina nebo builkka z magnetickych Castic eluovana a pouzita k dalsi
praci.

Ve srovndni se standardnimi separa¢nimi metodami méa magneticka separace
n¢kolik vyhod. Neni potfeba drahého pfistrojového vybaveni, pracovni postup je
obvykle velmi jednoduchy, je zde méné manipulacnich krokl. Separacni proces miize
byt proveden piimo v surovych vzorcich a lze ho pouzit také k zakoncentrovani
zfedéné¢ho roztoku bilkovin. Magnetické separacni techniky jsou zakladem riznych
automatizovanych metod pro stanoveni rGznych druhii analytl, napf. proteinti a

peptida.***

1.3 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

V soucasnosti je nejrozSifencjsi MS technikou v analyze proteinii a peptida
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice (MALDI -
Matrix Assisted Laser Desorption lonization). MALDI je Setrna ionizacni technika
vhodna k ionizaci netékavych vysokomolekularnich latek z pevné faze.”*>'?

Principem metody je naneseni malého mnozstvi vzorku spolecné s vhodnou matrici na
tercik, ktery je nejdiive nejCastéji za laboratorni teploty a nasledné ve vakuu vysusSen.
Vzorek s matrici je ozafovan kratkymi pulsy desorpéniho laseru nejcastéji dusikového
(UV laser, A = 337 nm), které trvaji fddové nanosekundy. Energie laserového pulsu je
absorbovana pievazné matrici, ¢imz dochazi k jeji rychlé desorpci. Odpaiujici se ¢astice
matrice sebou strhdvaji molekuly analytu a ptfevadéji je do plynného skupenstvi.

Excitované molekuly matrice dale ionizuji molekuly analytu pfenosem protonu. Takto
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ionizované¢ molekuly jsou usmérnény elektrickym polem, které je udrZzovano pomoci
vysokého napéti na extrakénich miizkach, do prtletového hmotnostniho analyzatoru
(TOF - Time Of Flight).”® V TOF analyzatoru jsou ionizované molekuly urychleny na
stejnou kinetickou energii a prolétavaji letovou trubici. lonty sniz§i hmotnosti se
pohybuji rychleji nez ionty s vyssi hmotnosti. Dobu letu (t) kazdého iontu mizeme
vypocitat ze vztahu:

2
m:2eU t—z
z L

(1.1)
kde m je hmotnost, z ndboj, e elementarni naboj, U urychlovaci napéti a L délka
driftové zony.>

Vyhodami TOF analyzatoru jsou vysoka citlivost, rozsah m/z je prakticky
neomezen, velmi kratka doba analyzy, jednoducha konstrukce a s pouzitim iontového
zrcadla (reflektronu) nebo pulzni (zpozdéné) extrakce iontl 1ze dosdhnout vysokého
rozligeni.”***

Reflektron je elektrostatické iontové zrcadlo, které slouzi k sjednoceni
kinetickych energii iontd se stejnym m/z. lontové zrcadlo je tvofeno soustavou elektrod
umisténych na konci letové trubice. Na kazdou elektrodu je ptivadéno napéti o stejné
polarité. lonty s vyS$i hodnotou kinetické energie proniknou hloubéji do opacné
orientovan¢ho elektrického pole reflektoru, ¢cimz dojde k jejich zpozdéni oproti iontim
s niz8i kinetickou energii a tim 1 k vyrovnani celkové doby stravené v letové trubici.
Délka priuniku ionti do elektrického pole reflektronu nezavisi na m/z, ale pouze na
kinetické energii, ionty se stejnou m/z se tak dostanou na stejnou pozici. Vysoké
rozliSeni je viak na tikor citlivosti a snizeni hmotnostniho rozsahu.’®

Druhou moznosti pro zvyseni rozliSeni je pouziti zpozdéné (pulsni) extrakce, u
které neni extrakéni napéti aplikovano ihned, ale po uplynuti doby 100 az 1000 ns.
Béhem tohoto zpozdéni se distribuce iontli v iotovém zdroji zméni tak, Ze ionty o
stejném m/z, ale s vyssi kinetickou energii se budou nachazet dale od nosi¢e vzorku
nez ionty snizs$i kinetickou energii. Naslednou aplikaci extrakéniho napéti dojde
k vyrovnani distribuce po&ate¢nich kinetickych energii pro ionty o stejném m/z (cit.>).

Z mechanismu MALDI vyplyvaji i zakladni pozadavky na matrici, kterd musi

spliiovat urCitd kritéria. Matrice musi absorbovat pii vlnové délce pouzitého laseru,

18



musi byt schopna v excitovaném stavu pfedat proton, neméla by se vzorkem reagovat a

vzorek by mél krystalizovat spole¢né s roztokem matrice.”* Vzorek i matrice musi byt

rozpustény ve stejném rozpoustédle nebo v rozpoustédlech navzajem misitelnych. Jako

matrice se nejcastéji pouzivaji organické kyseliny (tab.1.1).

Tab. 1.1 Vybér bézné€ uzivanych MALDI matric

Matrice Struktura Vlnova délka  Pouziti
COOH
kyselina 2,5- dihydroxybenzoova OH 337 nm peptigly
(DHB) 353 nm E;Oig;ny
OH
CH= ?.— COOH
CN
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova 337 nm .
(CCA) 353 nm peptidy
OH
CH=CH—COOH
kyselina sinapova 337 nm peptidy
(SA) 353 nm proteiny
H3CO OCH;
OH
OH
kyselina 3-hydroxypikolinova @ 337 nm , .
(HPA) < 353 nm nukleové kyseliny

COOH

Kvalita ziskaného spektra zavisi na pouzité¢ energii laserového pulsu, nazyvané

hustoté¢ vykonu laseru. V praxi obvykle béhem méfeni pomalu zvySujeme energii za

souCasného posouvani teréiku se vzorkem a sledujeme spektra zjednotlivych

laserovych pulsii. Signél se zacne objevovat az po dosazeni prahové energie, po jejim

prekroceni je signal exponencialné zavisly na energii laserového paprsku. Mald zména

energie vede k velké zméné signalu analytu, vlastni méfeni se provadi pfi energii asi

10-30% nad prahovou hodnotou.



1.4 Peptidové mapovani

Pravdépodobné nejvyznamnéjsi uplatnéni nachazi MALDI v proteomice pii
identifikaci proteindi a peptidii. Uspéch pfi identifikaci bilkovin zavisi na kvalité dat
ziskanych hmotnostni spektrometrii a jejich interpretaci. S vyvojem jemnych
ionizaénich technik™ se rozvijely také metody identifikace bilkovin. Smé&s bilkovin se
rozdéli vhodnou separacni technikou a separované bilkoviny se enzymaticky Stépi na
smési peptidi, které se dale analyzuji hmotnostni spektrometrii. Nejcitlivéjsi a rychlou
metodou je peptidové mapovani’®’ (peptide mass fingerprinting PMF), ve kterém jsou
presn¢ zméfené molekulové hmotnosti peptidi porovnany s teoreticky vypocitanymi
hmotnostmi peptidi z bilkoviny pfitomné¢ v databazi, pfiCemz toto srovnani je
provedeno pro kazdou bilkovinu v databazi zvlast. Bilkovina z databaze vykazujici
nejvetsi shodu pii pouziti vhodného skérovaciho algoritmu identifikuje analyzovanou
bilkovinu. Jinou moznosti identifikace bilkovin je odvodit kratky sekvenéni usek
nekterého z peptidi pfitomnych v peptidové smési na zaklad¢ jeho fragmentace a
pouzitim jiného vhodného vyhledévaciho programu identifikovat bilkovinu v databazi
(napt. SwissProt, NRDB, TrEMBL).

Databazové vyhleddvaci programy (napf. Protein Prospector, Mascot, ,
Proteomics) akceptuji na vstupu experimentalni data a pii prichodu vybranou databazi
specificky porovnavaji tato vstupni data s kazdou polozkou v databazi.

Pro identifikaci bilkovin existuji tfi hlavni kategorie databazovych vyhledavacich

programi.”®

Programy vyuzivajici jakozto vstup pro databazové vyhledavani:
* molekulové hmotnosti peptidi
* hmotnosti fragmentovych iontli z fragmentac¢niho spektra
* interpretované sekvence aminokyselin
Pocatky peptidového mapovani spadaji do roku 1989, kdy Henzel at. al

analyzoval bilkovinné lyzaty hmotnostni spektrometrii.”” Bilkoviny separované gelovou

elektroforézou byly pievedeny z gelu na membranu a po jejich redukci a alkylaci byly
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Stépeny trypsinem nebo bromkyanem. Vzniklé peptidy byly analyzovany sektorovym
hmotnostnim analyzatorem s ioniza¢ni technikou ,,fast atom bombardement” (FAB).
Citlivost této metody vSak byla mala, coz zabranilo jejimu vyuziti jako bézného nastroje
pro identifikaci bilkovin.*®

Poté, co se zaCaly vyrdbét prvni komer¢ni pfistroje typu MALDI-TOF MS,
nahradila citlivéj$i technika MALDI-TOF MS techniky dfive pouzivané v PMEF.
Technicka zlepSeni TOF hmotnostni analyzy (pouziti zpozdéné extrakce a reflektronu)
byla pfi¢inou dal§iho zvySeni citlivosti a pfesnosti analyzy, coz mé¢lo za nésledek
rozsiteni techniky PMF jako hlavniho néstroje pro identifikaci bilkovin.*®

Vyhodou PMF je vedle citlivosti a rychlosti této metody i skutecnost, ze pro
vlastni analyzu se spotfebuje pouze mala ¢ast vzorku (pfiblizné 5 - 10 %). To poskytuje
moznost vyuziti t¢hoz vzorku pro dalsi analyzy, naptiklad pro sekvenovani peptida

metodou MS/MS a studium posttranslaénich modifikaci.”®
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo vypracovani jednoduché metody separace a
hepcidinu z bilogickych vzorki za pouziti magnetickych sorbenti a hmotnostné

spektrometrické detekce.
Pro splnéni tohoto cile bylo konkrétné potieba:

e najit podminky pro adsorpci hepcidinu na komer¢nich magnetickych ¢asticich
obsahujicich rizné modifikujici skupiny;

e pouzit magnetické castice P(HEMA-co-GMA) modifikované iminodioctovou
kyselinou s immobilizovanymi Cu(II) ionty, pfipravené na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky pro adsorpci
hepcidinu;

e sledovat vliv jednotlivych komponent sorbentli na adsorpci hepcidinu;

e podminky nalezené pro adsorpci standardu hepcidinu na rtizné magnetické

sorbety pak pouzit pro adsorpci hepcidinu ze vzorkl lidské moce.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

fluidMAG-CMX (Chemicell GmbH, Némecko)

SiMAG-Carboxyl (Chemicell GmbH, Némecko)

SiMAG-Silanol (Chemicell GmbH, Némecko)

MB-WCX (Bruker-Daltonics, Némecko)

Magnetic Carboxymethyl 6% Agarose Beads (BioScience Bead Division, USA)
P(HEMA) (UMCH, akademie véd, CR)

P(GMA) (UMCH, akademie véd, CR)

P(HEMA-co-GMA) (UMCH, akademie véd, CR)
P(HEMA-co-GMA)-IDA (UMCH, akademie véd, CR)

standard hepcidinu (Clonestar Peptide Services, CR)

lidska mo¢ (Klinika nefrologie, 1.1¢kafska fakulta, Univerzita Karlova v Praze, CR)
kyselina octova (IPL, CR)

dioxan (IPL, CR)

dimethylsulxoxid (Sigma-Aldrich, CR)

chlorid sodny (IPL, CR)

hydroxid amonny (IPL, CR)

acetonitril (Merck, CR)

hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema, CR)

hydrogenfosfore¢nan sodny (IPL, CR)

acetat amonny (Sigma-Aldrich, CR)

kyselina trifluoroctova (Merck, CR)

kyselina chlorovodikova (IPL, CR)

kyselina a-kyano-4-hydroxyskotficova (Bruker-Daltonics, Némecko)
hexahydrat chloridu kobaltnatého (Sigma-Aldrich, CR)

hexahydrat chloridu Zelezité¢ho (IPL, CR)

pentahydrat siranu méd'natého (Lachema, CR)

heptahydrat siranu zine¢natého (Lachema, CR)
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3.2 Pristroje

hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF Autoflex II (Bruker Daltonics, Némecko)
analytické vahy XT 120 A (Precisa, Svycarsko)

vahy BL 510 (Sartorius, Némecko)

pH metr 3305 (Jenway, Velka Britanie)

ultrazvuk (Ultrasonic Compact Cleaner 1 L PS 01000 od Powersonic, Slovensko
centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

milli-Q systém (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)

magneticky separator (Bruker Daltonics, Némecko)

MixMAte PCR 96 (Eppendorf, Némecko)
3.3 Podminky separace hepcidinu

3.3.1 Imobilizace kovii na magnetické ¢astice

Magnetické castice P-HEMA-co-GMA s navdzanou iminodioctovou kyselinou
(IDA) byly piipraveny Dr. Hordkem na Ustavu makromolekuldrni chemie, Akademie
véd Ceské republiky disperzni kopolymeraci 2-hydroxyethyl metakrylatu (HEMA)
s glycidyl metakrylatem (GMA) v ptitomnosti koloidniho oxidu Zelezitého. Pracovali
jsem s magnetickymi ¢asticemi o priméru 2,3 um obsahujici 1,3 mmol -COOH/g. Bylo
navazeno 50 mg magnetickych castic, které byly nejdiive tfikrat promyty 1000 pl
50 mM disodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA-Na,) s pfidavkem 1 M
NaCl a poté trikrat 1000 pl destilované vody. K takto promytym magnetickym ¢asticim
bylo piidano 1000 pl roztoku PBS (Phosphate Buffered Saline) a byly skladovany pfi
4 °C ptipraveny pro dalsi pouZiti.

Na tyto magnetické Castice byly imobilizovany méd’naté, kobaltnaté, zine¢naté a
zelezité ionty. Pro imobilizaci kovl bylo pouzito 50 pl magnetickych ¢astic P-HEMA-
co-GMA-IDA vyrobené¢ Dr. Hordkem. Pomoci magnetického separatoru byl od
magnetickych cCastic odstranén roztok a k samotnym magnetickym Ccasticim bylo
pridano 500 pul roztoku: 1 M CoCl, . 6H,O; 1 M CuSOy4 . 5 H,O; 1 M FeCl; . 6H,0;
1 M ZnSOy4 . 7TH,0. Magnetické ¢astice byly 2 hodiny tfepany za laboratorni teploty.
Pro odstranéni nenavazanych iontii kovli byly magnetické Castice promyty tiikrat 500 pl

destilované vody, jednou 500 pul 0,1% TFA a nakonec tfikrat 500 pl destilované vody.
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Timto postupem pfipravené magnetické Castice obsahujici imobilizované ionty kovil

byly uchovavany v roztoku PBS a skladovany pfi 4 °C.

3.3.2 Obecny postup separace hepcidinu na magnetickych casticich

rizného typu

Pouzivané magnetické Castice:

Magnetic Carboxymethyl 6% Agarose Beads, fluidMAG-CMX, SIMAG-Carboxy],
SiMAG-Silanol, MB-WCX, P(HEMA), P(GMA), P(HEMA-co-GMA),
P(HEMA-co-GMA)-IDA, P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd'natymi,

kobaltnatymi, zine¢natymi a Zelezitymi ionty

Pouzivané vzorky:

a) standard hepcidinu (Clonestar Peptide Services, CR) uchovavan pii -18°C

b) lidska mo¢ (Klinika nefrologie, 1.1ékatska fakulta, Univerzita Karlova v Praze, CR);
mo¢ byla centrifugovana 20 minut pii 4 °C a 12 000 rpm, supernatant byl dlouhodobé

uchovavan ve zmrazeném stavu pii -80 °C

Do mikrozkumavky bylo odebrano 10 pl magnetickych castic, které byly
pomoci magnetického separatoru tfikrat promyty 100 pl adsorpéniho roztoku.
K promytym magnetickym c¢asticim bylo pfiddno 80 pl adsorpéniho roztoku a 20 pl
roztoku vzorku, smés byla tiepana 30 minut pfi laboratorni teplot¢. Pomoci
magnetického separatoru byl roztok vzorku odebran a magnetické ¢astice byly jednou
promyty 100 pl adsorpéniho roztoku a poté tfikrat 100 pl destilované vody. Hepcidin
adsorbovany na magnetickych casticich byl eluovan vhodnym elu¢nim roztokem.
Ziskany eluat byl podroben analyze na hmotnostnim spektrometru Autoflex II
TOF/TOF, jehoz soucasti je dusikovy laser (337 nm) a FlexControl software. MALDI-
TOF spektra byla naméfena v pozitivnim modu. Pristroj byl pted analyzou vzorkl
kalibrovan pomoci standardu ,,Peptide Calibration Standard®, ktery obsahoval
angiotensin II, angiotensin I, substanci P, bombesin, ACTH - adenokortikotropni

hormon (1-17), ACTH (18-39) a somatostatin 28. Na ocelovy tercik bylo napipetovano
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0,5 ul ziskaného eluatu, po zaschnuti na vzduchu byl vzorek pievrstven 0,5 pl roztoku
matrice CCA (3 mg kyseliny a-kyano-4-hydroxyskotficové/ 1 ml 2% trifluoroctové
kyseliny obsahujici 50% acetonitril). Po zaschnuti na vzduchu byl ter¢ik se vzorkem
podroben MS analyze na hmotnostnim spektrometru. Ze spekter naméfenych
v pozitivnim modu byly k identifikaci hepcidinu pouzity programy FlexAnalysis a

BioTools (Bruker Daltonics, Germany).

3.3.3 Optimalizace podminek adsorpce hepcidinu na komercné

dostupnych magnetickych ¢asticich

1) magnetické ¢astice: fluidMAG-CMX, SiIMAG-Carboxyl, SIMAG-Silanol,
MB-WCX, Magnetic Carboxymethyl 6% Agarose Beads

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyseliny octové pH 3,0
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8
vzorek:
a) 0,1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyseliny octové pH 3,0
b) 0,1 ug hepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0; 3krat 100 pl destilované vody
b) 1krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8; 3krat 100 pl destilované vody
eluce: 5 pl 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA

2) magnetické castice: MB-WCX
mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pul 200 mM fosfatového pufru pH 7,2
b) 3krat 100 ul 100 mM uhli¢itanu sodného pH 10,1
vzorek:

a) 0,1 pg hepcidinu/ml 200 mM fosfatového pufru pH 7,2
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b) 0,1 pg hepcidinu/ml 100 mM uhli¢itanu sodného pH 10,1
promyti:
a) 1lkrat 100 ul 200 mM fosfatového pufru pH 7,2; 3krat 100 ul destilované vody
b) 1krat 100 pul 100 mM uhlicitanu sodné¢ho pH 10,1; 3krat 100 pl destilované vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA

3.3.4 Optimalizace podminek adsorpce hepcidinu na
polymetakrylatové magnetické Castice obsahujici imobilizované

kovové ionty

3.3.4.1 VlivpH
magnetické Castice: P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi médnatymi,
kobaltnatymi, zine€natymi a Zelezitymi ionty
mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8
c¢) 3krat 100 pl 100 mM Tris-HCI pH 8,0
d) 3krat 100 pl 5 mM hydroxidem amonnym pH 10,0
vzorek:
a) 1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyseliny octové pH 3,0
b) 1 pghepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8
¢) 1 pghepcidinu/ml 100 mM Tris-HCI pH 8,0
d) 1 pghepcidinu/ml 5mM hydroxidu amonného pH 10,0
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0; 3krat 100 pl destilované vody
b) 1krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8; 3krat 100 pl destilované vody
c) lkrat 100 pul 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 3krat 100 ul destilované vody
d) lkrat 100 pul 5 mM hydroxidem amonnym pH 10,0; 3krat 100 pl destilované
vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA
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3.3.4.2 Vliv iontové sily
magnetické ¢astice: P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi,

kobaltnatymi, zineCnatymi a zelezitymi ionty

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 s pfidavkem 1 M NaCl
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s ptidavkem 1 M NaCl
vzorek:
a) 1 pghepcidinu/ml 0,5% kyseliny octovové pH 3.0 s pfidavkem 1 M NaCl
b) 1 pghepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s ptidavkem 1 M NaCl
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 s ptidavkem 1 M NaCl; 3krat 100
ul destilované vody
b) 1krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s ptidavkem 1 M NaCl; 3krat 100
ul destilované vody

eluce: 5 ul 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA

3.3.5 Adsorpce hepcidinu na jednotlivych komponentach

hydrofilnich metakrylatovych magnetickych castic

magnetické ¢astice: PHEMA-co-GMA)-IDA, P(HEMA), P(HEMA-co-GMA),
P(GMA)

mnozstvi magnetickych castic: 10 ul
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8
vzorek:
a) 0,1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyselinou octovou pH 3,0
b) 0,1 pg hepcidinu/ml 25 mM acetdtu amonného pH 6,8
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promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0; 3krat 100 pl destilované vody
b) 1krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8; 3krat 100 pl destilované vody
eluce: 5 pl 50% acetonitrilu v 0,1% TFA

3.3.5.1 Vliv iontové sily
magnetické ¢astice: PLHEMA-co-GMA)-IDA, P(HEMA), P(HEMA-co-GMA),
P(GMA),

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 s pfidavkem 1 M NaCl
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s ptidavkem 1 M NaCl
vzorek:
a) 1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyseliny octové pH 3,0 s ptfidavkem 1 M NaCl
b) 1 pg hepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s pfidavkem 1 M NaCl
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 s ptidavkem 1 M NaCl, 3krat
100 pl destilované vody
b) 1lkrat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 s pfidavkem 1 M NaCl, 3krat
100 pl destilované vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu v 0,1% TFA

3.3.5.2 Vliv pridavku ¢inidel
magnetické castice: P(HEMA-co-GMA)-IDA, P(HEMA), P(HEMA-co-GMA),
P(GMA)

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 v 50% dimethylsulfoxidu
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dimethylsulfoxidu
vzorek:

a) 1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyseliny octové pH 3,0 v 50% dimethylsulfoxidu
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b) 1 pg hepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dimethylsulfoxidu
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 v 50% dimethylsulfoxidu; 3krat
100 pl destilované vody
b) 1lkrat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dimethylsulfoxidu; 3krat
100 pl destilované vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu v 0,1% TFA

magnetické ¢astice: PHEMA-co-GMA)-IDA, P(HEMA), P(HEMA-co-GMA),
P(GMA)

mnozstvi magnetickych castic: 10 ul
promyti:
a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 v 50% dioxanu
b) 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dioxanu
vzorek:
a) 1 pg hepcidinu/ml 0,5% kyseliny octové pH 3,0 v 50% dioxanu
b) 1 pg hepcidinu/ml 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dioxanu
promyti:
a) lkrat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0 v 50% dioxanu; 3krat 100 pl
destilované vody
b) lkrat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8 v 50% dioxanu; 3krat 100 pl
destilované vody

eluce: 5 pl 50% acetonitrilu v 0,1% TFA

3.3.6 Separace hepcidinu ze lidské moci prFi pouziti riznych

magnetickych ¢astic s naslednou detekci MALDI-TOF MS

1) magnetické ¢astice: fluidMAG-CMX, SiMAG-Carboxyl, P(HEMA-co-GMA)-
IDA, MB-WCX, P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’'natymi ioty
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mnozstvi magnetickych castic: 10 pl

promyti: 3krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8

vzorek: 20 pl vzorku moci + 80 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8

promyti: 1krat 100 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8; 3krat 100 ul destilované vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA

2) magnetické ¢astice: P(HEMA-co-GMA)

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl
promyti:

a) 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0
b) 3krat 100 pl 25 mM acetdtu amonného pH 6,8
vzorek:
a) 20 pul vzorku moci + 80 pl 0,5% kyseliny octové pH 3,0
b) 20 pul vzorku moci + 80 pl 25 mM acetatu amonného pH 6,8
promyti:
a) 1lkrat 100 ul 0,5% kyselinou octovou pH 3,0; 3krat 100 ul destilované vody
b) lkrat 100 ul 25 mM acetatu amonného pH 6,8; 3krat 100 ul destilované vody
eluce: 5 pl 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA

3) magnetické ¢astice: P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi
oty

mnozstvi magnetickych castic: 10 pl

promyti: 3krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0

vzorek: 20 pl vzorku moci + 80 ul 0,5% kyseliny octové pH 3,0

promyti:1krat 100 pl 0,5% kyselinou octovou pH 3,0; 3krat 100 pl destilované vody
eluce: 5 ul 50% acetonitrilu obsahujici 0,1% TFA
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4 Vysledky a diskuze

V diplomové praci jsme se zabyvali porovndvanim sorbentl, které je mozno
¢astic, a zkoumanim vhodnych adsorpénich a elu¢nich podminek, pfi kterych bude
mozno hepcidin ve vzorku detegovat pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF.
K hledani nejvhodnéjsiho postupu pro oddéleni peptidu jsme v prvni fazi pouzili
standard hepcidinu. Zvolili jsme magnetické Castice a to komeréni fluidMAG-CMX,
SiMAG-Carboxyl, SIMAG-Silanol (v§echny Chemicell), Magnetic Carboxymethyl 6%
Agarose Beads (BioScience Bead Division of CSS), MB WCX (Bruker-Daltonics), a
také metakryldtové magnetické Castice pfipravené na UMCH AV CR. Nalezené
podminky pro adsorpci standardu hepcidinu na riznych magnetickych c¢asticich, pak

byly pouzity pro adsorpci hepcidinu z kontrolniho vzorku lidské moce.
4.1 Separace hepcidinu

4.1.1 Komeréné dostupné magnetické castice pouzité pro adsorpci
hepcidinu
U magnetickych ¢astic SIMAG-Silanol (obr. 4.3) uddva vyrobce tyto parametry:
magnetické ¢astice jsou vhodné na ¢isténi DNA/RNA a adsorpci biomolekul,
magnetické jadro je tvofeno maghemitem, matrice je kiemenna neporézni, obsahujici

funkéni skupinu -Si-OH a primér magnetickych ¢astic je 1,0 pm.

No—n—07
|
O
I

Obr.4.3 Magnetické castice SIMAG-Silanol
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Magnetické castice SIMAG-Carboxyl (obr. 4.4), které jsou pouZzivané jako slaby katex,
maji uvedeny stejné parametry jako predeslé Castice, 1isi se pouze funkcni skupinou

-COO'.

:U/

j=— O =—(CH,);—CO0~ Na'

/R

\0—9—0/
I
o
I
()

Obr. 4.4 Magnetické ¢astice SIMAG-Carboxyl

Magnetické nanocastice fluidMAG-CMX, které obsahuji funkcni skupinu -COO™ a
které jsou pouzivany jako slaby katex, jsou na obr. 4.5.
Jejich magnetické jadro je tvofeno magnetitem a je pokryto karboxymethyl-dextranem.

Primér magnetickych castic je 200 nm.

Obr. 4.5 Magnetické nanocastice fluidMAG-CMX
MC WCX (Magnetic Beads based Weak Cation Exchange Chromatography) ¢astice

obsahuji podle informaci vyrobce (Bruker-Daltonics) super paramagnetické

mikrocastice s negativné nabitymi funkénimi skupinami.
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V tab. 4.1 jsou uvedeny vSechny komeréni magnetické ¢astice a jejich funkéni skupiny,
které byly v této praci pouzivany. U téchto magnetickych ¢astic byl zjistovan vliv pH

na adsorpci standardu hepcidinu.

Tab.4.1 Komeréni magnetické ¢astice a jejich funkéni skupiny

Magnetické Castice Funk¢ni skupina
FluidMAG-CMX -COOH
MB WCX -COOH
SiMAG-Carboxyl -COOH
SiMAG-Silanol -Si-OH
Carboxymethyl 6% Agarose Beads -COOH

4.1.2 Hydrofilni magnetické ¢astice P(HEMA-co-GMA) s navazanou

iminodioctovou kyselinou

Promytim  magnetickych  ¢astic  P(HEMA-co-GMA) s  navazanou
iminodioctovou kyselinou (IDA) roztoky soli dvojmocnych kovovych iontd byly
pfipraveny magnetické sorbenty simobilizovanymi médnatymi, kobaltnatymi,

zine¢natymi a Zelezitymi ionty.

kopolymerlzace
X X= W —= e
0" o 07 o 0
OH o
GMA /J/i

Qkofcsz

o -CoHs

Obr. 4.1 Schéma ptipravy magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA)
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Obr. 4.2 Struktura magnetickych c¢astic P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanym

kovem

4.2 Podminky separace hepcidinu

Selektivita adsorpce hepcidinu na magnetickém sorbentu pfi seperaci peptidu z

biologického vzorku, ktera pfedchazi MS analyze, zavisi na fadé¢ faktori:

¢ na slozeni matrice (napt. SiO,, agarosa, syntetické polymery), kterd pokryva
magnetické jadro

¢ na modifikujici skupin€ navézené na sorbent (napi. -COOH, -OH, IDA, IDA
s imobilizovanymi ionty kovil)

e na adsorp¢nich podminkach

¢ na elucnich podminkéach

e pii kvantifikaci hepcidinu na pouzitém standardu

4.2.1 Optimalizace podminek adsorpce hepcidinu na komercné

dostupnych magnetickych Casticich

Spektra ziskana analyzou eluatu z frakce adsorbované na komercni magnetické

Castice na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF jsou znazornéna na obr.4.6 a
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obr.4.7. Z porovnani téchto spekter je patrné, ze v kyselém pH nedochdzi témeét k zadné
adsorpci hepcidinu na magnetické c¢astice fluidMAG-CMX, MB WCX, SiMAG-
Carboxyl, SIMAG-Silanol, zatimco pii pH 6,8 jsou ve spektru viditelné intenzivni piky
odpovidajici hepcidinu. Vyjimku tvofily magnetické ¢astice Magnetic Carboxymethyl
6% Agarose Beads, u nichZ nedoslo k adsorpci hepcidinu ani v jednom pouZzitém pH. U
komerénich ¢astic MB WCX byly navic provedeny analyzy eluati ziskanych po
adsorpci pti pH 7,2 (200 mM fostatovy pufr) a pH 10,1 (100 mM uhli¢itan sodny). Pfi
obou pH bylo mozno hepcidin v naméfenych spektrech detegovat, tyto komer¢ni
magnetické Castice jsou tedy vhodné pro detekci hepcidinu v neutrdlnim a zésaditém

pH.
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4.2.2 Optimalizace podminek adsorpce hepcidinu na
polymetakrylatové magnetické Castice obsahujici imobilizované

kovové ionty

U magnetickych ¢astic PLHEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi,
kobaltnatymi, zine¢natymi a zelezitymi ionty byl zkouman vliv pH a iontové sily na
adsorpci hepcidinu. Na obrazku 4.8 jsou znazornéna spektra MALDI-TOF MS analyzy
eluatu hepcidinu adsorbovaného na magnetické &astice PCHEMA-co-GMA)-IDA+Co*"
pfi razném pH. Jako adsorpcni roztoky byly pouZzity 0,5% kyselina octova pH 3,0;
25 mM acetat amonny pH 6,8; 100 mM Tris-HCI pH 8,0 a 5 mM hydroxid amonny pH
10,0. Ze spekter je patrné, ze hepcidin se adsorboval na magnetické Castice
s imobilizovanymi kobaltnatymi ionty pouze v kyselém pH. Stejné vysledky jsme
ziskali 1 u magnetickych ¢astic s imobilizovanymi zelezitymi a zineCnatymi ionty.
Vyjimku tvofily P(HEMA-co-GMA)-IDA+Cu?" (0br.4.9), u nichZ bylo mozné hepcidin
ve spektru eluatu detegovat po adsorpci pii pH 3, pH 6,8 i pH 10.

Byl zjistovan také vliv iontové sily (0,5% kyselina octova obsahujici 1 M NaCl
nebo 25 mM acetat amonny pH 6,8 obsahujici 1 M NaCl) na adsorpci hepcidinu.
Zvyseni iontové sily adsorpcniho roztoku vede k potlaceni elektrostatickych interakei
proteini s IMAC sorbenty. Dlsledkem by pak mélo byt snizeni adsorpce proteintl, které
interaguji s IMAC sorbenty prostfednictvim elektrostatickych interakci. U
magnetickych ¢astic s imobilizovanymi kovy pfitomnost 1 M NaCl neovlivnila adsorpci

hepcidinu, adsorpce tedy pravdépodobné neni zaloZena na elektrostatickych interakcich.
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4.2.3 Adsorpce hepcidinu na jednotlivych komponentach
hydrofilnich metakrylatovych magnetickych ¢éastic

Byla testovana schopnost, hepcidinu adsorbovat se na jednotlivé komponenty
metakrylatovych magnetickych &astic p¥ipravenych Dr. Hordkem na UMCH AV CR
(tab.4.2).

Tab 4.2 Metakrylatové magnetické Castice obsahujici polymerni matrice vytvorené z

jednotlivych slozek kopolymeru a jejich funkéni skupiny

Magnetické ¢astice Funkéni skupina
P(HEMA-co-GMA)? hydroxylova + epoxy
P(HEMA)® hydroxylova
P(GMA)® epoxy

2 poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat), ® poly(2-hydroxyethyl methakrylat),
¢ poly(glycidyl methakrylat)

Byl sledovan vliv samotné gelové matrice a jejich sloZek na adsorpci hepcidinu.
Bylo zjisténo, Ze hepcidin byl adsorbovan pfi pH 3 a pH 6,8 na magnetické castice
obsahujici kopolymer P(HEMA-co-GMA) a polymer P(GMA). Magnetické Castice
v obou piipadech obsahovaly aktivni epoxy skupiny. Na obrazku 4.10 jsou znazornéna
MALDI-TOF MS spektra ziskana analyzou eluatu hepcidinu adsorbovaného na
magnetické ¢astice P(HEMA-co-GMA) pfi riizném pH, byly pouzity 0,5% kyselina
octova pH 3,0 a 25 mM acetat amonny pH 6,8. V obou spektrech je mozno vidét
intenzivni pik m/z 2791 odpovidajici hepcidinu. Avsak pii pouziti magnetickych ¢astic
obsahujicich P(HEMA), kterd epoxy skupiny neobsahuje, nebyl hepcidin ve spektrech
eluatli detegovan ani v ptipadé adsorpce pii pH 3.0 ani 6.8. Pfi pouziti ¢astic
s navazanou iminodioctovou kyselinou (IDA) bez imobilizovaného kovového iontu byl
hepcidin detegovan v eluatech pouze po adsorpci v kyselém prostiedi.

U magnetickych ¢astic P(GMA), P(HEMA-co-GMA) byl hepcidin detegovan ve

spektrech eluatl po adsorpci pii obou pH nezévisle na ptitomnosti 1 M NaCl.
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Obdobné vysledky byly ziskany 1 pfi pouZiti magnetickych ¢astic P(HEMA-co-
GMA-IDA), u kterych ptidavkem soli nedoslo k ovlivnéni adsorpce, hepcidin byl ve
spektrech eluat detegovan ovsem pouze po adsorpci v kyselém pH.

Ptitomnost 50% dimethylsulfoxidu a 50% dioxanu v roztocich pouzivanych pro
adsorpci hepcidinu (0, 5% kyselina octovd pH 3,0 a 25 mM acetat amonny pH 6,8)

adsorpci peptidu neovlivnila.

4.2.4 Shrnuti

V této Casti prace jsme porovnavali rizné druhy magnetickych ¢astic, které by
bylo mozné pouzit pro separaci standardu hepcidinu a zjistovali jsme vhodné adsorpéni
podminky, pfi kterych je mozné hepcidin ve vzorku detegovat pomoci hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF.

Byla provedena optimalizace podminek adsorpce standardu hepcidinu na
komer¢n¢ dostupné magnetické cCastice. Bylo zjisténo, ze magnetické Castice
fluildMAG-CMX, SiMAG-Carboxyl, SiMAG-Silanol jsou vhodné pro adsorpci
hepcidinu pti pH 6,8. K adsorpci standardu hepcidinu nedochazelo u magnetickych
Castic Magnetic Carboxymethyl 6% Agarose Beads. MB WCX jsou vhodné pro
adsorpci hepcidinu v neutralnim a zasaditém pH.

Déle byl zkoumdn vliv pH a iontové sily na adsorpci hepcidinu u
polymetakrylatovych magnetickych ¢astic s imobilizovanymi kovovymi ionty
ptipravenych Dr. Hordkem na UMCH AV CR. Hepcidin se adsorboval na magnetické
Castice simobilizovanymi kobaltnatymi, zineCnatymi a Zzelezitymi ionty pouze
v kyselém pH. K adsorpci hepcidinu v kyselém, neutralnim i1 zdsaditém pH doSlo u
magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi ionty. U
vSech téchto magnetickych ¢astic pritomnost 1 M NaCl adsorpci hepcidinu neovlivnila.

Byl sledovan vliv sloZzeni matrice na adsorpci hepcidinu. K adsorpci hepcidinu
doslo jak u pH 3 tak pH 6,8 u P(HEMA-co-GMA) a P(GMA), naopak k adsorpci
hepcidinu nedoslo pii pouziti magnetickych castic obsahujicich P(HEMA). Pouziti
¢astic s navazanou iminodioctovou kyselinou (IDA) pro adsorpci hepcidinu je mozné
pouze v kyselém prostfedi. U zadnych jednéch magnetickych castic neni adsorpce
hepcidinu ovlivnéna pfitomnosti 50% dimethylsulfoxidu, 50% dioxanu a 1 M NaCl

v roztocich pouzivanych pro adsorpci hepcidinu.
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4.3 Separace hepcidinu ze lidské moci pri pouziti riiznych
magnetickych Castic s naslednou detekci MALDI-TOF
MS

Separace proteini nebo peptidi z biologickych vzorkii ptedstavuje velmi
dalezity krok jejich Gspésné analyzy. Pro stanoveni hepcidinu v biologickych vzorcich
je nutné provést piecisténi vzorku, je nutné oddéleni hepcidinu od ostatnich slozek,
které se ve vzorku nachazejici. Ve spojeni s hmotnostni analyzou ptedstavuje separace
na magnetickych sorbentech velmi citlivou a rychlou metodu. Pro separaci hepcidinu z
biologického vzorku jsme zvolili modifikované magnetické Castice jako sorbent, ktery
je diky svému velkému specifickému povrchu vhodny pro adsorpci peptidii.

Piestoze ma hepcidin vyznamnou funkci v regulaci metabolismu zeleza, zatim
nebyla popsana zadna spolehliva analyticka metoda k jeho rutinnimu stanoveni v séru a
moci. Jsou pouzivany jednak imunochemické metody (jako napi. ELISA) a jednak
metody zaloZené na hmotnostni spektrometrii (SELDI-TOF MS, LC-MS/MS, MALDI-
TOF MS).*

V prvni ¢asti prace jsme se standardem hepcidinu vyzkousSeli podminky
separace hepcidinu na riznych druzich magnetickych ¢astic liSicich se ligandem, inertni
matrici a svymi funkénimi skupinami. Byla sledovéana adsorpce standardu hepcidinu na
rizné ligandy navazané na magnetické castice a byl zjiStovan vliv dalSich slozek
magnetického sorbentu na adsorpci studovaného peptidu. Optimalizované podminky
pro adsorpci standardu hepcidinu na magnetickych c¢asticich riizného typu byly pouzity
pfi analyze kontrolniho vzorku moci zdravého jedince. MALDI-TOF MS spektrum
eludtu z frakce adsorbované na magnetické ¢astice MB WCX z moci je zobrazeno na
obr.4.11 B. Na obr.4.11 A je k porovnani zobrazeno spektrum kontrolniho vzorku moci
bez predchazejici separace na magnetickych ¢asticich. Z namétenych spekter je patrné,
ze pro detekci hepcidinu v biologickém materidlu je velmi dilezité ptecisténi vzorku na

magnetickych ¢asticich pfed samotnou analyzou na hmotnostnim spektrometru.
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V méfeném kontrolnim vzorku lidské moci bylo mozné hepcidin detegovat v
eluatech po adsorpci pti pH 6,8 na magnetickych casticich fluidMAG-CMX (obr.4.12) a
SiMAG-Carboxyl (obr.4.13).

Na obrazku 4.14 jsou zobrazena MALDI-TOF MS spektra ziskand analyzou
eluati z frakei adsorbovanych na magnetickych casticich P(HEMA-co-GMA) pfi
rizném pH. Hepcidin je adsorbovan ze vzorki lidské moce obdobné jako v pfipade
standardu hepcidinu (viz. kapitola 4.2.3).

Spektrum ziskané analyzou kontrolniho vzorku lidské moc¢i na magnetickych
casticich P(HEMA-co-GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi ionty je zndzornéno
na obr 4.15. Hepcidin bylo mozné detegovat v eluatu frakce adsorbované v kyselém
prostiedi. Ve spektru se vedle piku odpovidajici hepcidinu vyskytuji i jiné piky, které by

mohly detekci hepcidinu ovlivnit.
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V této cCasti prace byly optimalizované podminky pro adsorpci standardu
hepcidinu na magnetickych ¢ésticich rizné¢ho typu pouzity pfi analyze kontrolniho
vzorku moci zdravého jedince. V méfeném kontrolnim vzorku lidské moci bylo mozné
hepcidin detegovat v eludtech po adsorpci pfi pH 6,8 na magnetickych cCasticich
fluidMAG-CMX, MB WCX, SiMAG-Carboxyl a P(HEMA-co-GMA)-IDA s
imobilizovanymi Cu(Il) ionty. Z vyhodnoceni namétenych spekter ziskanych analyzou
kontrolniho vzorku lidské moc¢i bez predchazejici separace a po separaci na
magnetickych ¢asticich bylo zjiSténo, ze pro detekci hepcidinu v biologickém materialu

je velmi dilezité jeho separace pfed samotnou analyzou na hmotnostnim spektrometru
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5 Zavér

Byly porovnévany rtizné druhy magnetickych sorbentli, které jsou pouzitelné
pro separaci standardu hepcidinu a byly zkoumany vhodné adsorp¢ni podminky,
pfi kterych je mozno hepcidin ve vzorku detegovat pomoci hmotnostniho

spektrometru MALDI-TOF.

Byla provedena optimalizace podminek adsorpce standardu hepcidinu na
komercné dostupné magnetické Castice, obsahujici rizné modifikujici skupiny.
Bylo zjisténo, ze magnetické castice: fluidMAG-CMX, SiMAG-Carboxyl,
SiMAG-Silanol, je moZzné pouzit pro adsorpci standardu hepcidinu pii pH 6,8.
Magnetické cCastice Magnetic Carboxymethyl 6% Agarose Beads jsou pro
adsorpci  hepcidinu nevyhovujici a MB WCX jsou pouzitelné pouze

v neutrdlnim a zasaditém pH.

U polymetakrylatovych magnetickych ¢astic s imobilizovanymi kovovymi ionty
pfipravenych Dr. Horakem na UMCH AV CR byla provedena optimalizace
podminek adsorpce standardu hepcidinu. Magnetické castice P(HEMA-co-
GMA)-IDA s imobilizovanymi méd’natymi ionty jsou pro adsorpci hepcidinu
pouzitelné v kyselém, neutrdlnim 1 zasaditétm pH. Magnetické Ccastice
s imobilizovanymi kobaltnatymi, zine¢natymi a Zelezitymi ionty jsou vhodné
pro adsorpci hepcidinu v kyselém pH. Bylo zjisténo, ze iontova sila nema na
adsorpci hepcidinu na magnetické castice s imobilizovanymi kovovymi ionty

zadny vliv.

Byla sledovana adsorpce standardu hepcidinu na jednotlivé komponenty
metakrylatovych magnetickych ¢astic piipravenych Dr. Horakem na UMCH AV
CR. Hepcidin byl adsorbovan pi¥i pH 3 a pH 6,8 na magnetické &astice
P(HEMA-co-GMA) a P(GMA). Zatimco na magnetické castice obsahujici
P(HEMA) peptid adsorbovan nebyl. Magnetické CcCastice s navazanou

iminodioctovou kyselinou (IDA) adsorbovaly hepcidin v kyselém prostiedi.
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Bylo prokazéno, ze ptidavek rGznych ¢inidel v roztocich pouZzivanych pro

adsorpci hepcidinu nema na adsorpci zadny vliv.

Optimalizované podminky pro adsorpci standardu hepcidinu na rtznych
magnetickych ¢asticich byly pouzity pro analyzu kontrolniho vzorku moci
zdravého jedince. Z vyhodnoceni naméfenych spekter ziskanych analyzou
kontrolniho vzorku lidské moci bez piedchdzejici separace a po separaci na
magnetickych casticich bylo zjisténo, ze pro detekci hepcidinu v biologickém
materialu je velmi dilezitd jeho separace pied samotnou analyzou na

hmotnostnim spektrometru.
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