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SOUHRN

V tomto sdéleni prezentujeme naSe dosavadni vysledky prace s hmotnostnim spektrometrem SELDI TOF, které se tykaji
pfipravy a moznosti analyzy jednotlivych druh biologického materialu obecné studovanych v onkologickém preklinickém

vyzkumu (sérum, plazma, bunééné frakce, nativni tkan).
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SUMMARY

Greplova K., Pilny R., Dubska L., Brozkova K., Michalova E., VojtéSek B., Zaloudik J., Vyzula R., Nenutil R., Valik
D.: SELDI TOF mass spectrometry in cancer research — pilot methodological data and possible clinical applica-

tions

We present our pilot results on application of SELDI TOF mass spectrometry in cancer research. We discuss applicability
of this technology on various clinical material commonly studied in cancer patients such as serum, plasma, cell fractions,

and native tissues.
Key words: SELDI TOF, proteomics, mass spectrometry.

Uvod

Proteomika se zabyva studiem a identifikaci
bilkovin, které jsou pfitomny v burnikach a tkanich
zivych organism(, a vysvétlenim jejich funkci za
fyziologickych nebo patologickych podminek [1].
Komplex bilkovin zivych organismi — proteom — Ize
studovat fadou analytickych technik [2—6]. Hlavnimi
technikami studia proteomu jsou dvourozmérna
elektroforéza [7] a hmotnostni spektrometrie [8].
Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass spectrometry)
je fyzikalnéchemicka technika k uréovani hmotnosti
atom(l, molekul a jejich ¢asti po prevedeni do plynné
faze ve formé kladnych nebo zapornych iontd. Velmi
rozSifenou variantou hmotnostni spektrometrie v pro-
teomickém vyzkumu je kombinace ionizaéniho zdroje
MALDI s hmotnostnim analyzatorem TOF. Principem
MALDI TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry) [9, 10]
je laserova desorpce vzorku za pomoci tzv. matrice
a jejich nasledna ionizace. Matrici byva nejcastéji
organicka kyselina s aromatickym jadrem, ktera pfeda
absorbovanou energii analyzovanému vzorku, a tak
usnadni jeho ionizaci. Technologie SELDI (Surface
Enhanced Laser Desorption/lonization) [11] se od
MALDI lisi sorpéné aktivnim povrchem ¢&ipu. Pfi
zpracovani vzorku pomoci SELDI se na povrch &ipu
nejprve nanese vzorek a nasledné matrice, ta spolu
se vzorkem vytvori krystaly. Vzorek se na povrch Cipu
navaze pomoci svych fyzikalnéchemickych vlastnosti.
Aktivnim povrchem mUize byt napft. povrch hydrofobni,
hydrofilni, anex, katex ¢i povrch se specificky nava-

zanou protilatkou. U SELDI se tedy po promyti Cipu
analyzuji pouze komponenty, které se zachytily na
Cipu s prisluSnou selektivitou.

Kvarterni a terciarni struktury proteinu je tfeba
pfed analyzou SELDI TOF rozrusit a proteiny linea-
rizovat, popf. rozpustit komplexy nebo agregaty
pfitomné bud fyziologicky, nebo indukované analy-
tickymi podminkami.V chromatografickych a elektro-
foretickych metodach se pro denaturaci terciarnich
a kvarternich struktur bilkovin na struktury sekundarni
pouziva nasyceny roztok mocoviny nebo guanidinu
[12]. Pro analyzu technikami hmotnostni spektromet-
rie Ize pouzit fadu prefrakcionaénich krokd, jimiz jsou
nejCastéji dvourozmérna elektroforéza a chromato-
grafické techniky.

Material a metody

Priprava hmotnostnich standardti

Pro nasSe experimenty jsme pouzivali B-fetézec
inzulinu 3 495,89 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA), inzulin
5729,60 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA), apomyoglobin
16 952,27 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA) a aldolazu 39
211,28 a. m. u. (Sigma Aldrich, USA). Kazdy standard
(10 nmol pevné substance) jsme rozpustili v 1 ml vody
a zamrazili pfi -70 °C. Pfed pouzitim jsme jednotlivé
standardy rozmrazili a smichali v poméru 1 dil kazdé-
ho standardu. Vznikly roztok standard( jsme nanesli
na spot €ipu (Bio-Rad, USA), nechali zaschnout a ve
dvou krocich jsme na spot nanesli matrici, v tomto
pfipadé sinapovou kyselinu (SPA, Fluka, USA). Kalib-
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racni standardy jsme zpracovavali bez denatura¢niho
a promyvaciho kroku, protoze pfi zpracovani Cipu
postupem shodnym s pfipravou biologického materialu
by dochéazelo k jejich degradaci. U B-fetézce inzulinu
jsme experimentalné ovéfili teoreticky pfedpoklad, ze
nepodlehne degradaci béhem promyvacich procest pfi
pfipravé Cipu. Proto jsme B-fetézec inzulinu nasledné
pouzili v nékterych experimentech jako interni stan-
dard.

Pfiprava vzorki biologického materialu

Odbér krve jsme provedli do uzavieného odbéro-
vého systému Monovette firmy Sarstedt (Némecko)
do zkumavky Neutral. Krev jsme nechali srazit po
dobu alespon 45 minut, centrifugovali 20 minut pfi
1 000 g a vzniklé sérum jsme zamrazili pfi -70 °C.
Denaturaci analyzovaného materialu jsme provedli
v roztoku vzniklém smichanim 9 mol/I moc&oviny
(Fluka, USA), v niz jsme rozpustili iontovy detergent
3-((8-cholamidopropyl)dimethylammonio)-propan-
sulfonat (CHAPS, Fluka, USA) v koncentraci 20 g/l
a nasledné pfidali dithiothreitol (DTT, Sigma Aldrich,
USA) na vyslednou koncentraci 10 mmol/l. Sérum
jsme smichali s touto denaturacni smési v poméru
1 + 1. Takto pfipraveny vzorek jsme 30 minut inkubo-
vali pfi laboratorni teploté, poté 10 minut promichali
na tfepacce a 10 minut centrifugovali pfi 14 000 g
a 4 °C. Lithium heparinovou plazmu jsme zpracovali
analogicky. Jaterni tkan jsme pfimo pfidali do dena-
turaéniho roztoku. Lymfocyty jsme izolovali z pIiné
krve pomoci Lymphoprepu (AXIS-SHIELD, Skotsko)
a jejich suspenzi pak pfimo pfidali do denaturaéniho
roztoku.

Pfiprava vzorkl biologického materialu pomoci
preparativni izoelektrické fokusace

Pro separaci jsme pouzili ZOOM IEF frakcionator
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA USA). Pilotni
experimenty jsme provedli se smésnym pacientskym
sérem nafedénym destilovanou vodou na finalni
koncentraci proteinu 6 g/l. Do v8ech separac¢nich
komUrek jsme napipetovali po 650 pl fedéného
séra. Frakcionace probihala 20 minut pfi 100 V, 80
minut pfi 200 V a 80 minut pfi 600 V. Koncentraci
bilkovin jednotlivych frakci jsme ovéfovali metodou
s benzethonium chloridem [13] fy Roche (Basel, Svy-
carsko) a metodou s Coomassie brilliant blue [14].
Jednotlivé frakce jsme pro ovéreni separace nanesli
na agarozovy gel a provedli elektroforézu bilkovin.
Jako posledni krok jsme frakce nanesli na proteinové
Cipy s povrchem na principu chromatografické nor-
malni faze. Postup promyvani a pfipravy vzorku na
Cipu jsme optimalizovali a nanaseni probéhlo podle
nasledujiciho protokolu: 5 pul 50% acetonitrilu (ACN)
5 minut, ihned nanést 5 ul H,0 2x 1 minuta, nechat
zcela vyschnout pfi 30 °C, nanést 5 ul vzorku jedné
z frakci a 10 minut michat na tfepacce, promyt 5 ul
smeési butanol + octova kyselina + H,0O (12+2+6)
2 x 1 minuta, susit pfi 30 °C 30 minut [15], nanést
2 x 1 ul kyseliny sinapové a mezi kazdym nanesenim
nechat dikladné vyschnout pfi 30 °C.

Vysledky

1. Prefrakcionace séra pomoci izoelektrické
fokusace

Na obrazku 1 demonstrujeme ucinnost prefrakcio-
nacniho kroku za pouziti IEF. Vysledkem jsou frakce, ve
kterych jsou rozdéleny bilkoviny v rozmezi pH 3,6—4,6;
4,6-5,4; 5,4-6,2; 6,2-7,0; 7,0-10,0. Albumin se obje-
vil ve frakcich 2 a 3, jinak nedoS$lo k vyznamnéjSimu
prekryti jednotlivych frakci. Normalni elektroforeogram
pouzitého smésného séra je uveden jako frakce 6.
Takto prefrakcionovany material jsme dale analyzovali
technikou SELDI TOF MS [16].
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Fig. 1. Serum protein electrophoresis af IEF fractions
Lanes: 1. pH 3.6-4.6; 2. pH 4.6-5.4; 3. pH 5.4-6.2; 4. pH 6.2-7.0;
5. pH 7.0-10.0; lane 6 is the original pooled serum.

2. Vliv koncentrace mocoviny na stupen
denaturace proteinu

V experimentu jsme ovéfovali uc¢innou koncentraci
mocoviny, ktera denaturuje aktivni protein rozrusenim
vodikovych mustkd. K tomuto testu jsem pouzili dva
enzymy o zndme kvarterni strukture, laktatdehydroge-
nazu a kreatinkinazu [17, 18]. Pfi spravné denaturujici
koncentraci mo€oviny dojde k UplIné disociaci kvarterni
struktury enzymu, coz se projevi vymizenim katalytické
aktivity LD a CK. Moc¢ovinu o koncentraci 9 mol/l jsme
smichali se smésnym sérem v poméru 1+1, 30 minut
inkubovali pfi laboratorni teploté, 10 minut michali na
tfepacce a 10 minut centrifugovali pfi 14 000 g a 4 °C.
Po této pfipravé jsme zméfili vybrané analyty krev-
niho séra [19, 20]. Celkovou bilkovinu jsme stanovili
biuretovou reakci [21] z dlivodu kontroly spravnosti
fedéni [22]. Teprve pfi koncentraci 3 mol/l mocoviny
doslo k vyznamnému poklesu aktivity obou enzymd.
Tato koncentrace mocoviny byla tedy ovéfena jako
minimalné denaturujici.

3.Vliv koncentrace dithiothreitolu na imunologicky
test

1,4-dithio-DL-threitol (DTT) rozklada disulfidické
mustky [23]. V tomto pokusu jsme sledovali, jaky vliv
ma urcita koncentrace DTT na stabilitu imunologic-
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kého testu. Zkoumali jsme, zda Ize frakci izolovanou
pomoci izoelektrické fokusace analyzovat standard-
nim imunologickym testem na pfitomnost znamého
analytu. Markerem tohoto jevu byl C-reaktivni protein
(CRP), ktery ma 2 protilatky na zachyceni analytu.
Zjistovali jsme, zda bude hodnota CRP po pfidani
DTT nizsi vzhledem k zfedéni vzorku, nebo zda CRP
vypadne z roztoku UpIné. DTT jsme rozpustili ve vodé
a poté jsme ho smichali s plazmou, ktera obsahovala
CRP v koncentraci vy8si nez 100 mg/l. Testovana
vysledna koncentrace DTT se pohybovala v roz-
mezi 1,5-25 mmol/l DTT. Po smichani s plazmou
jsme tuto smés inkubovali 30 minut pfi laboratorni
teplot&, 10 minut promichali na tfepacce a 10 minut
centrifugovali pfi 14 000 g a 4 °C. Néasledné jsme
odpipetovali supernatant a v ném jsme na pfistroji
Cobas Integra 800 (Roche) [24] méfili koncentraci
CRP. Uginnou koncentraci pro rozklad disulfidickych
mustkud je koncentrace 5 mmol/I DTT a vy$si a tuto
koncentraci jsme zvolili jako vhodnou pro metodu
SELDI.

4. Vliv teploty a éasu na tvorbu krystal(
matrice

Sinapova kyselina (SPA) slouzi pfi zpracovani Cipu
jako tzv. matrice. Jejim Ukolem je pfedat energii laseru
analyzovanému vzorku, aby doslo k jeho rovhomér-
tvorby krystal(l matrice je nutnou podminkou kvalitni-
ho signdlu pfi analyze TOF hmotnostnim spektromet-
rem.V tomto pokusu jsme nanesli sinapovou kyselinu
na podlozni sklicko a susili ji pfi teplotach 23 °C,
30 °C, 37 °C. Po zaschnuti SPA jsme pod mikrosko-
pem sledovali rozdil ve velikosti, pravidelnosti a tva-
rech krystald SPA (obr. 2). Nejrovnomérnéjsi krystaly
se vytvofily pfi 30 °C po dobu 30 minut. Tyto podminky
jsme pouzili pro pfipravu vSech typl povrchl protei-
novych €ipl. Z plvodnich 2—4 hodin se doba suseni
zkratila na pul hodiny.

Fig. 2. Crystals of SPA grown for 30 minutes (magnification 200x):
from left to right at 23 °C, 30 °C, 37 °C

5. Analytické parametry metody

Méreni opakovatelnosti jsme provadéli na dvou
typech aktivnich chromatografickych ¢Cipli i) afinitni
chromatografie na imobilizovanych iontech kov( (Cu?,
Ni2*, Co** atd.) tzv. IMAC ii) chromatografie vazajici
hydrofobni proteiny vazbou na nepolarni povrch C,,
tzv. H50. Na kazdém typu Cipu jsme hodnotili tfi piky
s pomérem signal/Sum > 10 v rozpéti 6 000—14 500
a. m. u. Pro méfeni jsme pouzili smésné pacientské
sérum bez pfidani denaturacnich Cinidel a vzorky

jsme na ¢ip nanaseli podle firemnich protokol. Na
kazdém typu povrchu €Cipu jsme v 16 experimentech
hodnotili tfi vybrané hmotnostni fragmenty odpovidaji-
ci tfem hlavnim pikdm na spektrogramu. Vysledky pro
¢ip IMAC 30 jsou uvedeny v tabulce 1 a pro obracenou
fazi v tabulce 2. Vysoké hodnoty SD pro pfesnost
intenzity jsou zplisobené rliznou krystalizaci matrice
se vzorkem (i kdyz za stejnych podminek), odliSnym
povrchem ¢&ipu a odliSnymi sorpénimi vlastnostmi
povrchu u jednotlivych spotd.

Table 1. Table show statistical data for IMAC 30 chip, data shown
for three peaks of spectrum, n = 16

Precision of m/z

M/z (a. m.u.) | average median SD CV [%]
6 625 6 624.5 6624.4 1.49 0.022
8924 8923.5 8 923.6 1.54 0.017
14 024 117182 | 117175 4.93 0.042

Precision of intensity

M/z (a. m.u.) | average median SD CV [%]
6 623 19.1 20.2 8.85 46
8 904 23.5 21.0 14.30 60
14 024 13.5 10.7 6.26 46

Table 2. Table show statistical data for H50 chip, data shown for
three peaks of spectrum, n = 16

Precision of m/z

M/z (a. m.u.) | average median SD CV [%]
6 623 6623.0 6 623.3 3.09 0.047
8904 8904.7 8905.0 4.30 0.048
14 024 14023.9 14 025.1 7.46 0.053

Precision of intensity

M/z (a. m.u.) | average median SD CV [%]
6 623 31.2 30.6 10.40 33
8904 10.0 8.5 4.43 44
14 024 1.7 11.9 4.63 39

6. Srovnani technik MALDI - SELDI

Vysoka koncentrace iontd sodiku a drasliku kom-
plikuje analyzu vzorku technikou MALDI. Tyto ionty
se kovalentné vazou na analyzované proteiny, a tak
pro jednu analyzovanou latku vznikaji vicecetné piky,
které se liSi hmotnosti 23 a. m. u. (pro Na*). Fyziolo-
gické koncentrace Na* v biologickych tekutinach jiz
predstavuji vyznamny interferent pfi technice MALDI
[25]. U metody SELDI se sodik odstrani promytim
Cipu, takze jeho pfitomnost v plivodnim vzorku neni
zdrojem analytického problému. DalSi problém techni-
ky MALDI je mocovina, ktera se chova jako akceptor
protonu, a tim potlacuje ionizaci vzorku [26]. V metodé
SELDI se mocovina pouzitd na pfipravu materialu
opét vymyva (obr. 3).
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Fig. 3. Mass spectra of native serum demonstrate the difference
between MALDI technology and SELDI

a, b) inert surface — golden chip — application MALDI TOF MS
(multiple peaks arising in presence of physiological concentration
of sodium in a sample); c, d) surface IMAC 30 — application SELDI
TOF MS.

7. Reprezentativni hmotnostni profily jednotlivych
biologickych materiali

Hmotnostni profily na obrazku 4 jsme ziskali ana-
lyzou plazmy, séra, izolovanych lymfocytll z periferni
krve a lidské normalni jaterni tkané.
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Fig. 4. Comparison of mass spectra of various biological
specimens: a) plasma b) serum c) lymphocytes 10% d) liver
tissue

8. Srovnani sorpénich povrchl proteinovych
Cipua

Selektivitu proteinovych ¢€ipl uréuje vlastni chro-
matograficky sorbent €ipu a eluéni podminky pouzité
k vymyti nenavazanych nebo slabé navazanych
komponent.

Eluéni podminky jsou dany hodnotou pH a ionto-
vou silou eluentu.
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Fig. 5. Mass spectra of one serum on different chip surfaces

a) chip with reverse-phase selectivity; b) immobilized metal ion
affinity chip; c¢) chip with normal phase selectivity alkaline wash;
d) chip with normal phase selectivity acidic wash.

Diskuse

Technologie SELDI TOF se pouziva ve vyzkumnych
laboratofich Masarykova onkologického ustavu v Brné
od roku 2004. Béhem této doby jsme provedli fadu
analyz rliznych biologickych materiald (tkané, extrakty
bunécnych kultur, pacientska séra, plazma, izolované
bunééné subfrakce, material ziskany pomoci laserové
mikrodisekce), jejichz vysledky byly publikovany v radé
sdéleni [27-30].

PFi praci s technikou SELDI TOF jsme se setkali
s fadou preanalytickych a analytickych problému.
SELDI TOF se nam jevi jako uc¢inna semikvantitativni
screeningova metoda schopnéa poskytnout prvotni
informaci o profilu (fingerprintu) proteinl v analyzova-
ném materialu, sama v8ak neni schopna identifikovat
jednotlivé fragmenty.

Nasim kliCovym dosavadnim vysledkem
se zasadnim dopadem do praxe bylo zjisténi
o vyznamném vlivu aktivatoru koagulace na nizko-
molekularni proteomovy profil lidského séra [25]. P¥i
odbéru krve do zkumavek obsahujicich aktivator
koagulace dochéazi pravdépodobné k urychlené
proteolyze, ktera ve svém dUsledku generuje tvorbu
artefaktd v podobé nizkomolekularnich proteino-
vych fragmentu.

Material takto zatizeny artefakty neni vhodny
pro dal$i zpracovani novymi vyzkumnymi metodami
zaméfujicimi se na angiogenezi, proteomoveé profily,
imunologicky status apod.

Pomoci techniky SELDI TOF v souc¢asné dobé
studujeme tkanové proteomové profily karcinomu
prsu a ledviny a sérové proteomové profily klinic-
kych souborl maligniho melanomu a germinalnich
nadora.
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