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Development of innovative LC-MS/MS methods for the quantitation of disease biomarkers in biological fluids

Conform primelor definitii asupra “biomarkerilor”, formulate de catre asociatia asupra
securitatii chimice prin “Programul International asupra securitatii chimice” condus de catre
Organziatia Mondiala a Sanatatii (coordonat de catre Organziatia Natiunilor Unite) si a
Organizatiei Mondiale a Muncii, biomarkerii au fost definiti drept “orice substantd, structura sau
proces care poate fi masurat(a) la nivelul organismului uman sau drept un produs al
organismului care influenteaza sau prezice incidenta sau urmarile unei stari patologice”.
Definitiile mai noi, formulate de catre asociatia FDA-National Institute of Health (NIH) In cadrul
“Grupului de lucru pentru Biomarkeri”, enunta faptul ca un biomarker reprezinta “o
caracteristica bine definita care este masurata a fi drept un indicator a proceselor biologice
normale (fiziologice) sau patologice sau ca drept raspuns in urma expunerii unei interventii de
orice tip asupra sistemului biologic, inclusiv interventii terapeutice”. Grupul de lucru pentru
biomakeri ai FDA-NIH, imparte biomarkerii in mai multe categorii cum ar fi: biomarkeri de
diagnostic; biomarkeri de monitorizare; biomarkeri ai raspunsului farmacodinamic; biomarkeri
predictivi; biomarkeri de prognostic etc.

Una dintre cele mai importante surse de biomarkeri in context clinic este reprezentata de
molecule circulante sau non circulante, endogene sau xenobiotice. Din punct de vedere chimic,
aceste molecule apartin diferitelor clase chimice sau biochimice. Astfel, pentru o identificare
corespunzatoare si o eventuala cuantificare a acestor biomolecule, diferite abordari analitice
sunt folosite in laboratorul clinic de rutini sau in cercetarea medicali si biomedicala. In vederea
analizei de rutina in cadrul laboratorului clinic, majoritatea platformelor analitice se bazeaza pe
metode de tip Ligand Binding Assays, Teste Imunologice , Imuno-enzimatice (ELISA), Citometrie
in flux sau Imunohistochimie acestea fiind printre cele mai des intalnite abordari analitice. Chiar
daca multe dintre metodele analitice mentionate anterior pot fi folosite si pentru descoperirea
de noi biomarkeri, putand fi folosite pentru analiza in panel sau de tip multiplex, noi alternative
analitice sau cel putin complementare incep si-si giseasca locul in laboratorul clinic. In aceasta
categorie, merita a fi mentionate cromatogrofia de lichide cuplata cu spectrometria de masa in
tandem (LC-MS/MS) sau electroforeza capilara cuplata cu spectrometria de masa in tandem CE-
MS/MS).

Cromatografia de lichide cuplata cu spectrometria este o metoda analitica performanta
fiind caracterizata de inalta specificitate si sensibilitate. Specificitatea metodei este asigurata pe
de-o parte de capacitatea de separare a analitilor la nivelul coloanei cromatografice iar pe de alta
parte, specificitatea este asigurata de catre capacitatea spectrometrului de masa de a putea
madsura rapoartele masa per sarcina a moleculelor care elueaza de la nivelul coloanei si care sunt
trimise catre spectrometru de masa. La acestea se adauga inalta specificitate a proceselor de
fragmentare a moleculelor la nivelul celulei de coliziune cu urmarirea tranzitiilor specifice de tip
ion molecular precursor-ion fiica obtinut in urma fragmentarii in cadrul experimentelor in tandem.

Partea de contributii personale a tezei de doctorat este structurata in patru studii diferite,
corespunzatoare diferitelor tipuri de biomarkeri/molecule implicati(te) in anumite patologii.
Astfel, partea experimentald poate fi privita din doua perspective diferite. Prima perspectiva este
conturata bazandu-se pe diferitele patologii in care sunt implicati anumiti biomarkeri in timp ce
de-a doua perspectiva, mult mai pronuntatd, se bazeaza pe inovarea in ceea ce priveste abordarile
analitice, managementul probelor, protocoale de procesare a probelor pentru analiti care apartin
diferitelor clase biochimice si anume: iohexol-molecula hidrofila, de masa moleculara mica,
xenobiotic; hormonii tiroidieni (TH)-molecule hidrofobe de masa moleculara mica, molecule
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endogene; bradykinina umana alaturi de doua fragmente moleculare alese drept molecule
peptidice cu masa moleculara intermediara si NGAL drept moleculd endogena proteica cu masa
moleculara mare. Noi sisteme de microprelevare de ultima generatie de tip VAMS (Sisteme de
microprelevare volumetrice bazate pe absorbtie) capabile de a preleva cu acuratete volume de
sange capilar de 10 sau 20 pL sau sisteme HemaPEN capabile de a preleva cu acuratete patru
replicari a cate 2.74 pL de sange capilar au fost folosite pentru analiza iohexolului si a Hormonilor
tiroidinei In contextul unor diferite patologii. Comportamentul cromatografic si de fragmentare a
peptidelor a fost studiat prin utilizarea bradykininei umane si a doua dintre fragmentele sale.
Acest studiu a reprezentat o punte Intre analiza compusilor cu masa moleculara mica si analiza
compusilor cu masid moleculard mare-proteine. In final, 0 noud metoda asistati de LC-MS/MS
folosind principiile proteomicii la tinta si o abordare de tip “bottom-up” (de jos in sus) a fost
dezvoltata pentru analiza NGAL (Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin) in plasma umana.

Primul studiu a fost centrat pe analiza LC-MS/MS a iohexolului din sadnge intreg In contextul
masurdrii ratei de filtrare glomerulara pentru evaluarea bolii cronice renale. Iohexolul a fost
analizat din probe de sange prelevate cu ajutorul sistemelor de prelevare VAMS si HemaPEN.
Pentru aceasta, diferite tipuri de sub-studii au fost realizate. O noua metoda LC-MS/MS pentru
iohexol si un nou protocol de preparea a probelor si de extractie a iohexolului din VAMS si
HemaPEN au fost dezvoltate. Dupa aceasta etapa, studii cu privire la stabilitatea iohexolului pe
termen scurt si mediu in probe prelevate de tip VAMS, stabilitatea iohexolului in probe prelucrate
si stocate sub forma de extracte in congelator la -80 °C cat si stabilitatea iohexolului in solventul
final de analiza in autosampler au fost derulate. Pentru o evaluare critica a impactului procesului
de prelucrare a probei asupra proceselor de ionizare-detectie cat si asupra proceselor de
regasire totala si a variabilitatii pe diferite domenii de concentratii, au fost derulate studii de
efect de matrice, eficienta procesului si de determinare a procentelor de extractie. Studiile
asupra sistemelor HemaPEN au fost conduse in vederea evaluarii posibilitatii de analiza a
iohexolului dintr-un volum redus de sange capilar de 2.74 pL (HemaPEN). lohexolul a putut fi
analizat cu acuratete si incredere din probe prelevate cu ajutorul HemaPEN, evaluand si
comparand in acelasi timp procentele de extractie fata de cele obtinute cu ajutorul sistemelor de
tip VAMS. Studiile au fost continuate cu validarea intregului proces analitic pentru sistemele de
tip VAMS si testatea intregului proces analitic in vederea evaluarii unui profil farmacocinetic a
iohexolului administrat in-bolus, folosind probe reale prelevate cu ajutorul VAMS. Per total,
intregul studiu subliniaza posibilitatea analizarii iohexolului dintr-un volum de singe capilar de
10 pL sau chiar mai putin (2.74 pL) obtinut printr-o punctie a degetului si posibilitatea stabilirii
ratei de filtrare glomerulare in vederea evaluarii statusului din boala cronica renala.

Al doilea studiu a fost focalizat asupra analizei LC-MS/MS a hormonilor tiroidieni (totalul
de T3, rT3 si T4 sau ,fractia totald”) in contextul evaluarii functiei tiroidiene. Hormonii tiroidieni
au fost analizati in premiera folosind sisteme de microprelevare de tip VAMS (20 uL) si
HemaPEN (2.74 pL). Studiile au demarat cu dezvoltarea unei metode LC-MS/MS de analiza a TH
urmata de conceperea si dezvoltarea unui protocol de procesare si extractie a TH din probe
prelevate cu ajutorul VAMS si HemaPEN. Consecutiv acestei etape, studii cu privire la stabilitatea
hormonilor tiroidieni au fost derulate: studii de stabilitate pe termen scurt si mediu a TH in
probele de tip VAMS; studii de stabilitate a hormonilor tiroidieni in probe procesate sub forma
de extracte stocate la congelator la -80 °C cat si studii de stabilitate a TH stocate In autosampler,
in solventul final de injectare. Pentru toti cei trei hormoni tiroidieni, studii cu privire la efectul de
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matrice, evaluarea ratelor de extractie cat si a eficientei procesului au fost derulate. Studiile cu
privire la posibilitatea analizarii TH din probe de sange prelevate cu ajutorul HemaPEN au aratat
faptul ca 2.74 uL sunt suficienti pentru analiza si cuantificarea totalul hormonilor tiroidieni.
Astfel, studiile de efect de matrice si calculul ratelor de extractie din probele de tip HemaPEN au
aratat faptul ca efectele de matrice sunt mai mari-implicit supresia de ionizare mai redusa-
pentru TH analizati din probe prelevate cu ajutorul HemaPEN comparativ cu probele de tip
VAMS. Dupa evaluarea performantelor analitice conform criteriilor FDA, folosind intregul
protocol, s-au evaluat nivelurile endogene de TH (T3 si T4) din probe reale caracterizate de
status eutiroidic. Intr-adevir, nivelele masurate de TT3 si respectiv TT4 s-au dovedit a se
incadra in limitele plasmatice fiziologice pentru cei doi hormoni tiroidieni. Astfel, cel de-al doilea
studiu, confirma abilitatea utilizarii sistemelor de microprelevare de tip VAMS si HemaPEN
pentru cuantificarea “fractiei” totale de TH din sange capilar.

Cel de-al treilea studiu a avut drept scop sublinierea impactului unor parametri
cromatografici asupra procesului de separare a peptidelor. Stiind faptul ca peptidele sunt
molecule cu masa moleculara intermediara, Intre compusi cu masa moleculara mica si cei cu
masa moleculara mare (proteine) se considera faptul ca atunci cand separarea se bazeaza pe
mecanisme de separare in faza inversa, peptidele tind mai degraba sa se adsoarba la nivelul fazei
stationare comparativ cu partitia Intre faza stationara si faza mobila pe care moleculele mici o
comportad. Impactul temperaturii de separare cat si a pantei gradientului de elutie a fazei mobile
asupra selectivitatii a fost studiat si s-a dovedit faptul ca influenta acestor doi parametri se afla in
stransa corelare cu anumiti descriptori, la randul lor corelati cu proprietati fizico-chimice ale
peptidelor cum ar fi indexul de hidrofobicitate, indicele Gravy s.a. In ceea ce priveste
comportamentul bradikinenlor la nivelul spectrometrului de masa, s-a observat faptul ca
bradykinina umana genereaza dupa fragmentare ioni moleculari de abundenta redusa, cel mai
intens fragment corespunzand unui ion b; de tip “immonium” provenit de la prolina sau a unui
ion provenit de la arginina cu sarcina electrica dubla. Si celelalte doua fragmente peptidice
genereaza fragmente-ioni moleculari de tip b la nivelul celulei de coliziune. Intr-adevar, toate
cele trei peptide analizate au fost separate la nivelul liniei de baza dovedind si faptul ca
precipitarea sarurilor si a proteinelor din probe urinare nu au un impact substantial asupra
regasirii totale e fiecareia dintre cele trei peptide.

Al patrulea studiu s-a axat pe demonstrarea aplicabilitatii analizei proteinei NGAL avand
la baza principiile proteomicii la tinta folosind abordarea de tip bottom-up, utilizand o proteina
surogat marcata izotopic drept standard intern, totul asistat de o platforma analitica de tip LC-
MS/MS. Acest studiu a fost derulat in contextul utilizarii NGAL drept biomarker pentru decelarea
instaldrii insuficientei renale acute. In primul rand, simuliri ale digestiei enzimatice in silico au
fost realizate pentru forma naturala a NGAL, forma sintetitaza-recombinata genetic a NGAL cat si
a proteinei surogat marcata izotopic folosita drept standard intern. Acest studiu a ajutat la
stabilirea peptidelor ce pot fi obtinute teoretic In urma digestiei enzimatice cu tripsina si la
alegerea unor peptide unice-trasor pentru proteina tintita. Astfel doua peptide trasor SYP si
respectiv SYN au fost alese. In urma sintezei celor doui peptide, o noui metodi LC-MS/MS a fost
dezvoltata folosind o coloana cromatograficd dedicata separarii peptidelor. Consecutiv, un
protocol de extractie in faza solida (SPE) bazat pe o faza stationara de tip schimbator slab de
anioni a fost dezvoltat pentru izolarea peptidelor din digest de plasma bovina si pentru
prelucrarea digestelor de plasma. Intr-o etapa ulterioara a fost dezvoltat un protocol de digestie
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enzimatica pentru NGAL si proteina surogat marcata izotopic in vederea evaluarii ratei totale de
digestie, a variabilitatii procesului cat si cu scopul de a genera o cantitate cat mai mare a
peptidelor trasor. Acestei etape i-a succedat validarea analitica a intregului proces digestie
enzimaticd-SPE-analizd LC-MS/MS ce fost validat conform normelor FDA, urmand ca mai apoi sa
fie testat pe probe de plasmai reale folosind un grup control si un grup de studiu. In grupul de
studiu au fost incluse probe provenite de la subietii cu diferite comorbiditati pentru care erau
asteptate nivele ridicate ale NGAL. Intr-adeviar metoda nou dezvoltatd a putut discrimina din
punct de vedere statistic (p<0,05) grupul control de grupul studiu pe baza valorilor determinate
ale NGAL. Astfel noua abordare bazata pe proteomica la tinta asistata de LC-MS/MS folosind un
standard intern de tip proteinda surogat marcata izotopic a fost capabild a fi utilizata pentru
analiza NGAL in plasma umana.

In concluzie, LC-MS/MS este o metodad analiticd versatild, ce poate fi utilizatd pentru
diferite tipuri de analiti in diferite contexte clinice. Intr-adevir, automatizarea analizoarelor
folosite In analiza de rutinad in cadrul laboratorului clinic ofera avantajul obtinerii rezultatelor
intr-un timp relativ scurt, randament si debit a unui numar mare de probe reducand astfel si
costul total per analiza. Totusi, LC-MS/MS incepe sa-si gaseasca tot mai mult locul in laboratorul
clinic reprezentand o alternativa viabila si oferind in acelasi timp si complementaritate.



