
November 10, 2010

Metoda identifikace neznámého 
píku HPLC/UV-VIS pomocí MS

Michal Pohludka



Transferin

• železo-transportující protein

• komplexní struktura – polypeptid 679 AA, 2 vazebné místa     pro 
Fe, 2x N-oligosacharid

• formy transferrinu – dle počtu sialových kyselin

Helander A., et al., Clin Chem, 2001
Schauer R, Glycoconj. J , 2000



Stanovení %CDT v séru

• > 50 – 80 g ∕den alkoholu po dobu 1-2 týdnů zvyšuje koncentraci 
disialotransferinu (DST) a asialotransferinu (AST)
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• > 50 – 80 g ∕den po dobu 1-2 týdnů zvyšuje koncentraci 
disialotransferinu (DST) a asialotransferinu (AST)

• IEF

• Kapilární elektroforéza

• HPLC – iontoměěěěniččččová c-grafie



Stanovení %CDT metodou HPLC

• Gradientová iontoměničová chromatografie 

• Příprava vzorků – saturace železem, odstranění lipoproteinů

• Detekce přřřři 460 nm

• t = 35°C

• Flow rate 1,4 ml/min

DST TriSTAST TetraST

PST



Stanovení transferinu metodou HPLC

Chromatogram sérového 
materiálu

Chromatogram likvorového 
materiálu



Porovnání retenčních časů izoforem
transferinu ze séra a likvoru

4,8904,782
tetrasialotransferin

5,680
5,568pentasialotransferin

3,9773,840trisialotransferin

-2,968disialotransferin

1,5441,597asialotransferin

CSFsérum

Retenční čas (min) Izoformy transferinu



Identifikace jednotilvých sérových 
transferin-peaků

Helander A., et al., Clin Chem, 2001



MS identifikace detekovaného „AST peaku“
z likvorového materiálu 

• Kolekce frakce 1,2 – 1,8 min

• Redukce proteinů

• Alkylace proteinů

• Digesce proteinů Trypsinem

• Peptidy čištěny pomocí Omix C18 tips ve standardním protokolu

• MS analýza frakce – MS a tandem MS/MS na přístroji Autoflex II 
MALDI-TOF/TOF



MS analýza HPLC frakce 

Metoda Fingerprinting

Mass range 700-4500 Da

Externí kalibrace (sedm bodů)



MS analýza HPLC frakce 

Serotransferrin

• MASCOT search engine

• Swiss-Prot nebo NCBInr databáze

� Taxonomy (Homo Sapiens)

� Proteolytic enzyme (Trypsin/P]

� Peptide mass tolerance ± 75 ppm
� Fragment mass tolerance ± 0,5 Da
� Golabal modification – Carbamidomethyl(Cys)

� Variable modification – oxidation(Met)

� Peptide charge state (+1)

�Max missed cleavage (1)



Tandem MS/MS analýza vybraných 
fragmentů



Tandem MS/MS analýza vybraných 
fragmentů

Serotransferrin

• 7 fragmentů analyzovaných 
tandemem MS/MS bylo 
identifikováno jako 
serotransferrin



Tandem MS/MS analýza vybraných 
fragmentů

• Druhý protein identifikovaný tandemem MS/MS byl 

prostaglandin-H2 D-isomerase

4 fragmenty analyzovány 
tandemem MS/MS byly 
identifikovány jako 
prostaglandin-H2 D-
isomerase



• Na základěMS a tandemu MS/MS 
analýz HPLC frakce obsahuje 2 
dominantní proteiny

• SEROTRANSFERRIN

• PROSTAGLANDIN-H2 D-ISOMERASE



• Na základěMS a tandemu MS/MS 
analýz HPLC frakce obsahuje 2 
dominantní proteiny

• SEROTRANSFERRIN

• PROSTAGLANDIN-H2 D-ISOMERASE

Který protein reprezentuje peak v 1,5 min chromatogramu?



• Na základěMS a tandemu MS/MS 
analýz HPLC frakce obsahuje 2 
dominantní proteiny

• SEROTRANSFERRIN

• PROSTAGLANDIN-H2 D-ISOMERASE

Detekce
460 nm



Závěr

• Stanovení relativního zastoupení AST v likvoru je 
možné stanovovat metodou HPLC

• Spojení HPLC a MS je běžně využívané ve vědecké, 
výzkumné, farmaceutické, biotechnologické a jiné
praxi a v oblasti klinické diagnostiky má extrémní
potenciál
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