




















the S/N for the leptin signature peptide, the LOQ for this protein can be extrapolated into
the pg/mL level in plasma, demonstrating that it is possible to quantify clinically relevant
biomarkers by MRM in this concentration range without antibody enrichment.

We have demonstrated that there are losses of protein at the depletion steps and for
peptides at the SCX/desalting step, however the losses are more than offset by the
reduction in sample complexity and the very high sensitivity of the MS detector.

Within this study we have explored the likelihood of interferences given the
complexity of the plasma matrix and the low resolving power of triple quadrupole
instruments. We have demonstrated that using single fragment transitions to monitor for
peptides in complex proteomes can be highly misleading and result in overestimation of
the peptide level. To help avoid this common problem, we have shown how one can usethe ratios of multiple transitions for the same peptide to give an indication of the presenceof interference in specific channels and thereby enable correct quantitation using
channels in which little or no interference is detected.

Next, we extended the study to configure MRM assays for known protein biomarkers
of cardiovascular disease present at the low ng/mL range or higher. This was a proof of
principle study to employ MRM assays and more importantly measure them in patient
plasma undergoing alcohol septal ablation for treatment of HOCM. We successfully
configured multiplexed, quantitative assays that coupled a plasma processing workflow
with SID-MRM-MS for known protein biomarkers related to cardiovascular injury,
including CRP, MRP14, МРО, cTnI, сTnT, and NT-proBNP. The expected plasma
concentrations of these proteins in patients with cardiovascular disease span 3-4 orders of
magnitude in abundance, ranging from pg/mL to ug/mL levels, and ELISA assays were
available for most of them. Therefore, these proteins represented an excellent
opportunity to assess the precision, reproducibility, and sensitivity of SID-MRM-MS
assays across a wide range of concentrations. Our results show that reliable detection and
precise, relative quantification can be achieved for proteins in the high pg/mL to low
ng/mL range (and higher) in patient plasma without antibody reagents or affinity
enrichment. Intra and inter-assay CV'S for the moderately abundant proteins CRP and
МРО were consistently < 10% and < 25% respectively. Intra- and inter assay CV's for
МРО, cTnI, сTnT, and NT-proBNP were predominantly < 25% and < 40%, respectively.The good inter- and intra-assay performance obtained indicate that variability introduced
by such sample processing steps as immunoaffinity depletion, enzymatic digestion and
SCX fractionation is small and within acceptable standards for analytical assays. Overall,
these results show, for the first time, that multiplexed MRM-MS assays can be
configured and used reliably and reproducibly to measure endogenous levels of clinically
relevant proteins in patient plasma without affinity enrichment when these proteins are
recovered in the 1-10 ng/mL concentration range after processing.
And, finally we developed an MS-intensive pipeline that coherently integrates high-

performance LC-MS/MS, AIMS and SID-MRM-MS for biomarker candidate discovery,
analytical qualification and quantitative verification, respectively, and applied the
pipeline to cardiovascular disease to yield novel cardiovascular biomarkers meriting
further evaluation in large, heterogeneous patient cohorts. An essential feature of this
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pipeline is transitioning from the analysis of proximal fluid (or tissue) for biomarker
candidate discovery to peripheral blood forqualification and verification of candidates.

Using untargeted, data dependent LC-MS/MS based proteomics for discovery, we
identified 1086 unique total proteins with two or more peptides and a FDR of< 1% in the
plasma from the coronary sinus. More than 100 proteins were 5 fold up regulated in
plasma samples at 10min or 60min post injury as compared to plasma at baseline,
required further prioritization.

Qualification by AIMS is an essential element of our pipeline for biomarker
prioritization, providing a reliable and relatively high-throughput method to prioritize
lengthy lists of biomarker candidate methods discovered in proximal fluids or tissues.
122 proteins were targeted in AIMS analysis of pooled peripheral plasma of 10 PMI
patients at baseline, and 10min and 60min post injury. Analysis of AIMS data combined
with correlation analysis with discovery experiments qualified 52 (40%) of the candidate
proteins for further verification in larger number of patients.

In the final step of our process we used antibody reagents when available for
verification in peripheral plasma of PMI patients by western blot analysis and ELISA.
MDK, РТМ, MDH1 and ACLP were verified by western blot analysis in 6 patients and
showed trends consistent with discovery experiments. Levels of ACBP, ANG and
CCL21 were quantified using ELISA in PMI as well as spontaneous MI patients and
healthy controls. Increased levels of those proteins were detected in PMI patients post
injury, and in spontaneous MI patients as compared with controls.

We developed quantitative SID-MRM-MS assays for four of the novel, heart-
specific proteins discovered, together with additional cardiovascular-related proteins
already in clinical use or of growing interest. Highly consistent temporal trends were
observed for 2-3 peptides measured for each of the novel candidate proteins across 6
patients. Additionally, there was a high degree of correlation between AIMS and SID-
MRM results for the novel candidates. All four proteins were found to be elevated from
baseline in abundance at 10 and/or 60 minutes by AIMS using pooled patient plasma and
by SID-MRM using individual patient plasma. Levels of MYL3, ТРМ1 and FHL1 all
remained sufficiently high at 240 minutes post-ablation to warrant further investigation in
larger clinical cohorts.

In summary, we have developed a generalizable proteomics-based discovery-
through-verification pipeline and demonstrated its value by identifying novel proteins
biomarkers of myocardial injury. We have demonstrated that this pipeline can be
successfully applied to credential candidate biomarkers using MS-based targeted assays
and immunoassay when reagents exist. We have developed and deployed assays for
targets enriched in myocardium, and are applying our methods to interrogate remaining
candidates from our discovery proteomics studies. In addition to markers of infarction
our candidates include several proteins that may serve as markers of reversible
myocardial ischemia, for which no circulating biomarkers presently exist. Markers
emerging from these studies can be integrated with established biomarkers to create
multimarker risk scores, providing additional information to help guide cardiovascular
disease management.

21

© National Library of Armenia



CONCLUSIONNS LIST OF PUBLICATIONS RELEVANT TO THE THESIS

1. We have developed plasma processing workfWow coupled with SID-MRM/MN theallows detection and quantitation of candidate bio marker proteins in low ng/miwith variation approaching to that of llinical assays (CV 220%).
2. MRM/MS is the method of choice for bior narker verification as it has all

required characteristics for it. It is highly sensiti_ ve and specific, can be multiplewall
relatively easy to configure, can detect and avoid in'terferences.
3. Depletion of up to 12 abundant proteins in plasma results in limits of deteetin
(LOD) and limits of quantitation (LOQ) in 25 to 100ng/mL range. Peptide
fractionation of depleted and digested plasma into 8 to 10 fractions further improvenand achieves LOD/LOQs in 1 to 3ng/mL range.4. We have extended the study and configured MAM/MS assays for known markern it
cardiovascular injury (CRP, MRP14, МРО, сTnT, cTnI, BNP, sCD4OL, and
applied it to planned myocardial infarction (PMI) patients undergoing alcohol ablatienfor the treatment of hyperactive obstructive carchiomyopathy (HOCM) pre and
injury.
5. We detected and quantified 6 out of 8 protei ns studied. While concentrationa ՈՒ
CRP and MRP14 were in hundreds of ng/mL to ug/mL range, сTnT, cTnI, BNI
MPO were measured at low ng/mL range. Precision (CV) of measurements for teohnionand process replicates were also evaluated.
6. While absolute concentrations measured were not identical for some of the protelnathe temporal trends between MRM assays and clinical assays correlated very well

patients.
7. We have completed biomarker discovery experiments in coronary sinus plasma of

different PMI patients at baseline as well as 10min and 60min post injury. This renulted
in detection of about 1000 proteins and a list of 122 proteins that were 5 fold up regulatedin 10 or 60min plasma of at least two patients.
'8. AIMS experiments in pooled peripheral plasma of ten PMI patients furthe
prioritized the list of 122 proteins. It detected 84 of them (69%). Further correlation
analysis with discovery data reduced the list of candidates to follow to 52 (42%).9. We have configured MRM assays for four potentially novel candidate proteln
(ACLP1., FHL1, MYL3 and ТРМ1) and applied to 6 PMI patients. Consistent tomporal
trends were observed across the patients as well as with discovery experimenta
suggesting further evaluation of them in larger number of patients and other dinonus
cohorts.
10. A few other candidate proteins (PTP, MDK, АСВР, Angiogenin, CCL.21)

verified in PMI as well as spontaneous MI patients using western blotting and BLINAThe results suggest further investigation of them in larger number of patients.
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ՀԱՍՄԻԿ ՎԱՀԱՆԻ ՔԵՇԻՇՅԱՆ

ԿԵՆՍԱՄԱՐԿԵՐՆԵՐԻ ՀԱՅՏՆԱԳՈՐԾՈՒՄԻՑ ՄԻՆՉԵՎ
ՆԱԽԱԿԼԻՆԻԿԱԿԱՆ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻ ԵՎ ԿԻՐԱՌՈՒՄԸ
ՍՐՏԱՆՈԹԱՅԻՆ ՀԻՎԱՆԴՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ ՀԵՏԱԶՈՏՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԻ

ԺԱՄԱՆԱԿ

ԱՄՓՈՓԱԳԻՐ

Հանգուցային բառեր. Կենսամարկեր, մուլտիպլեքս էսսեյ, սեռոլոգիական էսսեյ

Ներկայացված աշխատանքում ստացվել են կենսամարկերներ, որոնք
այնուհետ ստուգվել են որպես հարմար միջոցներ ցանկացած հիվանդության
ուսումնասիրման համար: Ստացված կենսամարկերները նախաստուգման
անցնելով պրոցեսով, իրենց կիրառումն են ստացել սրտանոթային
հիվանդությունների ուսումնասիրման դեպքում:

Սովորաբար կենսամարկերների հատնագործման փուլի արդյունքում
ստացվում է թեկնածու կենսամարկեր սպիտակուցների բավականին երկար ցուցակ,
որը պահանջում է հետագա ստուգում: Այդ կենսամարկերների ստուգման փուլի
համար մշակվել է մի պրոցես, որն օգտագործում է SID-MRM/MS, քանի որ այն ունի
բոլոր բնութագրերը, որոնք անհրաժեշտ են կենսամարկերների ուսումնասիրման
այս փուլի համար: Այն ունի բարձր զգայունություն և առանձնահատկություն.
ենթակա է մուլտիպլէքսավորման, փոխանցելի է բազմաթիվ լաբորատորիաներին
բավական բարձր վերարտադրման ցուցանիշներո

Նաև մշակվել է պլազմայի մշակման բաղադրության պարզաբանում,
սպիտակուցների ավելցուկի հեռացում և մնացորդի բաշխում, որը հնարավորություն
է տալիս հայտնաբերել սպիտակուցներին, որոնք առկա են պլազմայում 1-
20նանոգրամ միլիլիտրում քանակով: Ժամանակակից գրականությունից պարզ է
դառնում, որ առանց պլազմայի մանրակրկիտ ուսումնասիրման շատ դժվար է
հայտնաբերել և չափել սպիտակուցներին, որոնց քանակը պլազմայում 1
միկրոգրամ/մլ-ից պակաս է: Պլազմայից հեռացնելով 7 կամ 12 տիպի ամենաշատ
քանակությունն ունեցող սպիտակուցները, կարելի է հասնել հազվադեպ
սպիտակուցների հայտնաբերման և չափմանը 50նանոգրամ/մլ և 25նանոգրամ/մլ -ի
սահմաններում, համապատասխանաբար: Պլազմայի հետագա չափաբաշխումը
ավելացնում է այն 10-50 անգամ և հնարավորություն է տալիս չափելու մինչև
2,5նանոգրամ/մլ: Այս պրոցեսը ունի շատ բարձր վերարտադրողականություն,
շեղման գործակիցը միջինում չի գերազանցում 15%-ը:

Այնուհետև մենք մշակել ենք նմանատիպ էսսեյ սրտանոթային այնպիսի
հայտնի կենսամարկերների համար, ինչպիսին են CRP, MRP14, МРО, сTnT, cTnI և
BNP: Հետագայում դրանք կիրառվել են չափելու համար նրանց քանակը
հիվանդների պլազմայում, ովքեր ենթարկվել են թերապևտիկ պրոցեդուրայի
ակտիվ, խանգարիչ կարդիոմայոպաթիայի (НОСМ) բուժման համար:
Պրոցեդուրայի ընթացքում արյան նմուշներ են վերցվել նախքան պրոցեդուրան (0
րոպե), ինչպես նաև պրոցեդուրայից 10 րոպե, 60 րոպե և 240 րոպե հետո: Այս
սպիտակուցների քանակը պլազմայի մեջ տատանվում է պիկոգրամ/մլ-ից մինչև
միկրոգրամ/մլ-ի սահմաններում: Արդյունքները ցույց են տվել որ հնարավոր է
կատարել նշված սպիտակուցների քանակական չափումներ պլազմայի մեջ առանց
հակամարմինների օգտագործման:

Այս աշխատանքի վերջին փուլում կենսամարկերների հայտնագործման
ուսումնասիրությունները կատարվել են 3 հիվանդների պսակաձև անոթից
ստացված արյան պլազմայի փորձանմուշներում, ովքեր ենթարկվել են վերևում
նշված թերապետիկ պրոցեդուրային: 10 և 60 րոպե տևողությամբ պրոցեդուրայի
փորձանմուշներում հայտնաբերված և չափված սպիտակուցները համեմատվել են Օ

րոպե տևողությամբ պրոցեդուրայի փորձանմուշի հետ: Արդյունքում հայտնաբերվել
են մոտ 1000 սպիտակուցներ, որոնցից 122-ի քանակը պլազմայում ավելացել է 10
կամ 60 րոպեից հետո Օ-ի հետ համեմատած: Այդ 122 սպիտակուցները կազմում են
այն ցուցակը, որը ենթակա է ավելի մանրամասն ուսումնասիրման:

Մշակված մեթոդական մոտեցումը հնարավորություն ընձեռեց մշակելու
MRM/MS և սեռոլոգիական էսսեյներ՝ սրտին յուրահատուկ սպիտակուցների
հայտնաբերման համար: Սեռոլոգիական էսսեյներ մշակվեցին հետևյալ
սպիտակուցների ACBP, ANG, և CCL21 համար: Այն կիրառվեց ավելի մեծ քանակով
հիվանդների փորձանմուշներում, ինչպես նաև սրտի կաթվածից հետո վերցված
արյան պլազմայի փորձանմուշներում: Մուլտիպլէքս MRM/MS էսսեյ մշակվեց
ACLP1, FHL1, MYL3 և ТРМ1 սպիտակուցների համար և այն կիրառվեց 6 HOCM
հիվանդների փորձանմուշներում: Այս էսսեյների կիրառումը մեծ թվով հիվանդների
փորձանմուշներում ցույց տվեց նմանատիպ փոփոխություն ժամանակի ընթացքում,
ինչ որ ստացվել էր հայտնագործության փուլում: Ստացված արդյունքները
երաշխավորում են այդ կենսամարկերների գնահատումը էլ ավելի շատ քանակով
փորձանմուշներում:
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