Streszczenie

Celem niniejszej pracy byto opracowanie metod ozeaia s¢zenia hepcydyny oraz panelu
metabolitow przemian NO, skladagpgo s¢ z argininy, asymetrycznej dimetyloargininy
(ADMA), symetrycznej dimetyloargininy (SDMA), cytliny oraz dimetyloaminy (DMA) w
surowicy, przy ayciu techniki ultra wysokosprawnej chromatografieczowej (UHPLC)
sprzgnictej z wysokorozdzielczym spektrometrem mas, typyeghnczy kwadrupol —
analizator czasu przelotu (QTOF). Dotychczasoweothebznaczania hepcydyny opartg s
glbwnie na testach immunoenzymatycznych lub  speldtdi mas. Testy
immunoenzymatyczne ceclagie niska wiarygodndgcia ze wzgédu na stalp immunogenn&t
hepcydyny i istnienie kilku strukturalnie podobnyizbform. Natomiast opisane w literaturze
metody oparte na ekstrakcji ciecz-ciecz i analiaieykorzystaniem spektrometrii mas, ceghuj
si¢ niskim wspotczynnikiem odzysku lub wymagajodatkowego oczyszczania nazaoh
SPE, co znagzo podnosi koszty analiz. Z koleadna z istnigicych metod wykorzystywanych
do oceny iléciowej intermediatow NO nie pozwala na jednoczeamaliz wszystkich

wymienionych metabolitow.

W pracy zaproponowano metodanalizy hepcydyny technik UHPLC-ESI-QTOF w
odwréconym uktadzie faz na kolumnie HSS T3 z wykestaniem ekstrakcji typu ciecz-ciecz,
przy wyciu acetonitrylu jako odczynnika ekstrakcyjnegoawalizie ilgciowej monitorowano
jony m'z = 558,8113 ([M+5H]") dla hepcydyny orazmvz = 562,8209 ([M+5H}") dla jej
znakowanej pochodnej. Dla analizy panelu metabslf{D zaproponowano metedowniez
opart na technice UHPLC-ESI-QTOF w odwroconym ukfadaie ia kolumnie HSS T3, lecz
z wykorzystaniem chlorku benzoilu (BCI) do ekstijakapochadniania metabolitow w jednym
kroku. Do analizy iléciowe] wykorzystano nagpujace jony (z): 279,1457 dla argininy;
286,1749 dla D7-argininy; 307,1717 dla ADMA i SDM314,2076 dla D7-ADMA; 280,1297
dla cytruliny; 150,0919 dla DMA i 156,1113 dla D@YIA. Obie metody zostaty zwalidowane
pod lkgtem liniowasci, doktadndci, precyzji, odzysku oraz granicy wykrywakod (LOD) i
oznaczalnéci (LOQ). Uzyskano nagpujace wartéci LOD: 1,7 uM dla argininy; 0,03 uM dla
ADMA; 0,02 uM dla SDMA; 0,36 uM dla cytruliny; 0,0aM dla DMA i 0,5 ng/ml dla
hepcydyny. Wartéci LOQ wynosity: 3,2 uM dla argininy; 0,08 uM dlaDMA; 0,05 uM dla
SDMA; 1,08 uM dla cytruliny; 0,19 uM dla DMA i 2/8y/ml dla hepcydyny. Zaproponowane
metody g czute, powtarzalne i cechuje je wysoki stapoelzysku.



Opracowane metody zostaty wykorzystane do ocexigishepcydyny i metabolitow przemian
NO w otpieniu alzheimerowskim i naczyniopochodnym w odieieisi do stopnia zaburze
funkcji poznawczych i zmian strukturalnych w mézogaz do oceny mocy diagnostycznej
badanych metabolitéw jako potencjalnych biomarkevddemenciji. Choroby gpienne stay

sic powanym problemem Klinicznym i spotecznym stagogch sé spoteczéstw. Ich
poprawna i wczesna diagnoza warunkuje wednie odpowiedniego leczenia, poprawtaj
komfort zycia tak pacjentéw dotkeglych tego typu schorzeniami, jak i ich rodzin. Jej
warunkiem jest poznanie patomechanizméw chorobyazzomie molekularnym. Pogbiona
wiedza mae pozwolé na identyfikag; potencjalnych biomarkeréw, a tak umaliwié

wskazanie nowych celéw terapeutycznych.

Istniefjacy stan wiedzy pozwala na pa@anie zaréwno hepcydyny, jak i metabolitow przemian
tlenku azotu, z demengcjJednak dane literaturowe niek®mpletne, istnieje few nich wiele
sprzecznéci, ktore mog wynika¢ z niewtdciwie dobranych metod analitycznych oraz
niewielkich i niehomogennych grup pacjentéw. Braktjw literaturze prac analiagych
zwigzek z typem demencji i takich, ktére odnosityby eagowane nieprawidtowéci w
stezeniu analitow nie tylko do zabunzdunkcji poznawczych, ale i zmian strukturalnych w

mozgu, kedacych bezpéredni przyczyry chorob ogpiennych.

Badaniem ohjto 268 os6b, wrod ktérych byto 127 pacjentow z demen¢ft9 z chorob
Alzheimera - AD, 42 a demencpaczyniopochodn- VaD i 36 z demengjmieszan - MD),

13 pacjentéw bez demencji lecz skgych s¢ na przewlekie boéle lub zawroty glowy lub na
ubytki paméci oraz 128 honorowych krwiodawcow stangeyich grug kontrolng. W pracy
wykazano po raz pierwszy wzrostznia hepcydyny a spadekstnia argininy w demencji
naczyniopochodnej, znamiennie x8yy niz w demencji o patologii alzheimerowskiej, oraz
spadek stzen ADMA i cytruliny na poziomie zbfionym do AD. Zaobserwowange stzenia
hepcydyny oraz ADMA i SDMA rospwraz z deterioragjfunkcji poznawczych, przy czym
na zalenosci te zasadniczy wptyw ma typ demencji: w patol@zheimerowskiej wygpuje
zaleznosé¢ dla hepcydyny, a w patologii naczyniopochodnda-ADMA | SDMA. Rowniez po
raz pierwszy wykazanae wraz ze wzrostem zaawansowania globalnych znaaikawych
kory mézgu, rénie stzenie SDMA i DMA, a hepcydyna wykazuje takendengj. Takze
nasilanie si zaniku hipokampa wrato s¢ ze wzrostem gten SDMA | DMA. Natomiast
wyzsze stzenia hepcydyny, DMA i cytruliny oraz xgze argininy towarzyszyly zmianom
naczyniopochodnym. W przypadku hepcydyny i arginobyserwowano zateos¢ ze stopniem

zaawansowania zmian hiperintensywnych istoty bial@ézgu, a w przypadku DMA i cytruliny



- Z wystpowaniem zawalow strategicznych. W pracy wykazaneniez zaleznos¢ migdzy
stezeniami DMA, argininy i hepcydyny a stopniem niedelania mozgu wyrzonego
wskaznikiem HIS - liniong w przypadku DMA i nieliniowg w przypadku argininy i hepcydyny.
Udokumentowano tale dobp skuteczné¢ diagnostycza argininy jako indywidualnego
markera dyskrymingcego pacjentdw z demegcjod oséb zdrowych oraz doskomat

skuteczné¢ panelu markerow sktadgjego s¢ z metabolitdw NO i hepcydyny.



Abstract

The study was designed to develop methods for gication of serum hepcidin as well as of
a panel of NO intermediates consisting of arginemymmetric dimethylarginine (ADMA),
symmetric dimethylarginine (SDMA), citrulline andntkethylamine (DMA) using ultra-high
performance liquid chromatography (UHPLC) coupledhva high-resolution hybrid mass
spectrometer, single quadrupole - time-of-flightT@F) analyzer. Currently, hepcidin is
guantified using either immunoenzymatic assays @asanspectrometry. Due to low
immunogenity of hepcidin and its being presentemesal structurally similar isoforms, the
credibility of immunoassays has been questioneturim the available methods using liquid-
liquid extraction followed by mass spectrometry dnéow recovery rates or are expensive and
time-consuming as they require analyte separat@nguSPE. Also, none of the published
methods for simultaneous quantification of NO metids such as arginine, ADMA, SDMA

and citruline includes DMA.

Here, a reverse phase UHPLC-ESI-QTOF method on H®SS$olumn using liquid-liquid
extraction with acetonitrile as an extraction redgeas proposed. For hepcidin quantification,
the following ions §vVz) were monitored: 558,8113 ([M+5#) for hepcidin and 562,8209
([M+5H]>") for its isotope. For the quantification of NO éntnediates panel, also a reverse
phase UHPLC-ESI-QTOF method on HSS T3 column wad bsit a single-step of extraction
and derivatization using benzoyl chloride was apinstead of acetonitrile extraction. The
following ions fWz) were used: 279,1457 for arginine; 286,1749 forddginine; 307,1717 for
ADMA and SDMA,; 314,2076 for D7-ADMA,; 280,1297 foytrulline; 150,0919 for DMA and
156,1113 for D6-DMA. Both methods were validated fmearity, accuracy, precision,
recovery and limits of detection (LOD) and quacttion (LOQ). The following LODs were
obtained: 1,7 uM for arginine; 0,03 uM for ADMA;02 uM for SDMA; 0,36 uM for
cytrulline; 0,06 uM for DMA and 0,5 ng/ml for heplan. Obtained LOQs were as follows: 3,2
UM for arginine; 0,08 uM for ADMA,; 0,05 uM for SDMAL,08 uM for citrulline; 0,19 uM
for DMA and 2,0 ng/ml for hepcidin. The methods pweed here are characterized by
satisfactory sensitivity, reproductivity, and higdtovery rates.

They were subsequently used for the evaluation egcidin and NO intermediates in

neurodegenerative and vascular dementia with mederéo the degree of cognitive loss and



structural changes in the brain as well as forebauation of the diagnostic potential of the

metabolites as prospective markers in dementia.

Dementia becomes a growing clinical and socioecacaproblem of aging sociaties. Their
correct and early diagnosis determines the impléatien of appropriate treatment, improving
the quality of life of patients affected by thipgyof diseases as well as their families. However,
discerning the pathomechanisms of disease at tiecalar level is prerequisit as the in-depth
knowledge may allow for the identification of newtential biomarkers and/or therapeutic

targets.

Both hepcidin and NO intermediates are linked wli¢éimentia. However, the available data is
not complete and often contradictory, what may Itelsam improperly selected analytical

methods as well as small and inhomogeneous grdupatients. There are no reports on the
relationship between these metabolites and the dfgmentia or structural changes in the

brain, a direct cause of the disease.

Study population consisted of 268 individuals, dtlom 127 had dementia (49 with Alzheimer
disease - AD, 42 with vascular dementia - VaD agevBh mixed dementia - MD), 13 patients
without dementia but suffering from chronic headeghdizziness or memory loss and 128
apparently healthy blood donors used as a contmlpy To the best of author's knowledge,
this is the first report on increased hepcidin aedreased arginine in vascular dementia,
significantly higher than in neurodegenerative detiae as well as decreased concentrations of
ADMA and SDMA in a degree observed in AD patieritecreased hepcidin, ADMA and
SDMA correlated with a degree of loss of cognitiuaction. However, the association was
observed exclusively in patients with vascular detaein case of ADMA and SDMA and in
patients with dementia of neurodegenerative origircase of hepcidin. SDMA and DMA
concentrations significantly increased along with tleepening of the global cortical atrophy
and the medial temporal lobe atrophy. Hepcidin ¢ghtb be more elevated in patients with
advanced global cortical atrophy as well. In ture@pcidin, DMA, and citrulline increased and
arginine were related to the presence of vasculaormalities: hepcidin and arginine with
white matter lesions and DMA and citrulline withetpresence of strategic infarcts. Moreover,
there was a correlation between concentrationsMPhepcidin and arginine and Hachinski
ischemic score - linear in case of DMA but biphasicase of arginine and hepcidin. Arginine

occurred to be the individual marker of the highasturacy in discriminating patients with



dementia from healthy controls. However, it wagassed by the panel consisting of all NO

metabolites and hepcidin, which was characterizeddar perfect accuracy.



