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Uvod

Vyznam metody hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci aionizaci za ticasti matrice (MALDI) v posledni dobé
neobycejné vzristd. Divodem je schopnost této techniky ioni-
zovat za tcasti matrice i velké biomolekuly (>1 000 000 Da)
a detegovat vzniklé ionty v analyzdtoru méfenim doby letu
(TOF), coz ddva metodé nezastupitelnou roli zejména v ana-
lyze lidského proteomu, v soucasnosti nejrozsdhlejsim vy-
zkumném projektu v oblasti pfirodnich véd.

Kromé molekulové hmotnosti je metoda MALDI-TOF
MS schopna poskytnout tidaje i o struktufe peptidii. ZvySenim
vykonu laseru je mozné dosdhnout nadmérné excitace mole-
kul analytu, které se v disledku prebytku energie rozpadaji na
mensi fragmenty (obr. 1), z jejichZ molekulovych hmotnosti
1ze odvodit ¢ast sekvence aminokyselin nebo celou strukturu
peptidu. Sledovdn miZe byt rozpad molekul peptidu piimo
v iontovém zdroji metodou ISD/ISF (in-source decay/frag-
mentation — rozpad/fragmentace ve zdroji) nebo béhem letu
v analyzdtoru TOF metodou PSD (post-source decay — rozpad
za iontovym zdrojem).

Pii PSD jsou laserovymi pulsy ziskdny molekulové ionty
vsech peptidii z analyzované smési, zvoleny peptid je pak od
ostatnich separovdn pomoci tzv. iontové brany (ion gate, viz
obr. 2). Béhem letu se ¢dst iontll rozpadd. Kinetickd energie
téchto ionti se distribuuje na vznikajici fragmenty v zdvislosti
na jejich hmotnosti. V reflektronu poté dochdzi k separaci
iontl na zdkladé rdzné kinetické energie. Metoda PSD byla
uspésné aplikovdna pro urovdni struktury peptidd izolova-
nych z Zivo&isnych tkani', pii studiu exprese genti” nebo pro
identifikaci proteinti uréenim malé Edsti jejich struktury. S jeji
pomoci Ize lokalizovat posttranslacni modifikace jako napfi-
klad radikdlovou nitraci* nebo fosforylaci®. Metoda ISD se
pouziva méné Casto kvuli nutnosti predchozi separace analy-
zovaného peptidu, navic lze s jeji pomoci ziskat informaci jen
o Gésti struktury peptidi®,

Pfitomnost ur¢itych druht peptidd v mozku ma4 spojitost
s Alzheimerovou chorobou. Vedle tzv. B-amyloidd a prese-
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nilind, které poskozuji mozkové synapse, byl v neddvné do-
b& objeven peptid nazvany humanin’®, ktery naopak neuro-
ny chrini pfed neurotoxickymi ucinky patologickych pepti-
di. Jde o peptid s molekulovou hmotnosti 2686,3 a struk-
turou Met-Ala-Pro-Arg-Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-
-Thr-Ser-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala. Mecha-
nismus jeho neuroprotektivniho pisobeni nebyl doposud ob-
jasnén, jeho biologicka tc¢innost mize byt vyrazné ovlivnéna
substituci nékteré z aminokyselin.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie a pristroje

Pro pfipravu vsech roztoktli byla pouZita voda redestilo-
vand v kiemenné aparatufe od fy. Heraeus (Némecko), aceto-
nitril a kyselina trifluoroctova byly doddny firmou Merck
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Obr. 1. Struktura a nazvoslovi fragmenti vznikajicich rozpadem
peptidd, struktura vnitiniho fragmentu
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Obr. 2. Schéma principu funkce iontové brany; ionty jsou bé-
hem priletu mezi destickami iontové brany vychylovany napétim V.
o . . PP < P
V okamziku, kdy iontovou branou prochdzeji ionty zvoleného peptidu
(cas tp), je napéti Vp vypnuto, a pouze tyto ionty pokracuji ddle do
reflektronu

Ondrej Sedo ziskal 1. misto za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie v celostdtni soutéZi o cenu firmy Merck
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(Némecko). Jako matrice pro MALDI byla pouzita kyselina ve smési 0,1% trifluoroctové kyseliny a acetonitrilu 1:1. Bylo
o-kyan-4-hydroxyskoficovd (CHC - 3-(4-hydroxyfenyl)-2- postupovano tak, zZe 1 pl roztoku matrice byl s 1 ul vzorku
-kyanpropenovd kyselina) od firmy Sigma-Aldrich (Némec- smichdn pfimo na desti¢ce spektrometru a smés byla poté
ko). susena proudem vzduchu pfi laboratoni teploté.

Analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF Axima-CFR (Kratos Analytical Shimadzu Cor-

poration, Anglie). Vysledky a diskuse
Piiprava vzorku Metodou PSD bylo analyzovano nékolik peptidi s mole-
kulovymi hmotnostmi 1000-2500, pfi¢emZ u vSech byl po-
Pro analyzu byl pouzivdn nasyceny roztok matrice CHC zorovan vznik iontl typu a, b a y, fragmentd vytvofenych
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Obr. 3. PSD spektrum lidského luteiniza¢niho a vylu¢ovaciho hormonu (struktura pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,);
koncentrace peptidu 10 pmol.I”", matrice CHC, naméfeno v reflektronovém pozitivaim médu se zpozdénou extrakei a iontovou branou
nastavenou na 1170-1190 Da, vykon laseru 1,67 mW; I —a, 2 -b,, 3 -SY, 4 - WS, 5 - y,-NH,, 6 — ¥y 7—=SYGL-28,8~a,, 9-b,, 10~y,,
11 -a,, 12-b-H,0, 13-y, 14-b;, 15-SYGLR-NH,, 16 —a,, 17 -y, 18§ -b,-H,0,19-b,, 20 -b,, 2] -y, 22 —a, 23 - b, 24 -y, 25 -
a-NH,, 26 —a,, 27 - b,-NH,, 28 — b,, 29 — [M+H]"
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Obr. 4. Nalezeni ¢asti sekvence aminokyselin v neznamém peptidu; koncentrace peptidu 10 p.mol.l’l,matrice CHC, naméteno v reflektronovém
pozitivnim mddu se zpozdénou extrakci a iontovou branou nastavenou na 1610-1635 Da, vykon laseru 2,33 mW; / — Gly, 2 — Ala, 3 — Ser, 4 —
Pro, 5 - Val, 6 - Cys, 7 - Leu/lle, 8 — Asn, 9 — Lys/Gln, 10 — Met, 11 - His, 12 - Arg, 13 - Trp, 14— CO-Met-NH,, 15 - [M+H]"
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odstépenim vody nebo amoniaku od téchto ionti a vnitfnich
fragmentt (piiklad jednoho z naméfenych PSD spekter je
uveden na obr. 3).

Urc¢eni struktury ,nezndmého* peptidu

V tomto pripadé byl analyzovan peptid o ,,neznamé* struk-
tufe, jejiz urceni popiseme jako ukdzku. Monoizotopicka re-
lativni hmotnost tohoto peptidu byla zjisténa analyzou ve
smési se Ctyfmi jinymi peptidy se zndmymi hmotnostmi, které
slouzily jako vnitfni kalibra¢ni standardy. Vysledna hodno-
ta molekulové hmotnosti ,,nezndmého* peptidu byla urcena
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s presnosti 23 ppm (1618,851+0,037). S pouZitim vyssi ener-
gie laseru pak byla provedena analyza pomoci PSD. Pii vy-
hodnocovani spekter bylo vyuzito skutecnosti, Ze se mole-
kulové hmotnosti iontd typu a a b li§i o 28 Da. Z takto
identifikovanych moznych iontl typu b se podafilo urcit ¢dst
sekvence aminokyselin (obr. 4). VSechny zjisténé udaje byly
poté zapsany do programu ProteinProspector MS-Seq (cit.”),
ve kterém byl v databdzi OWL (aktualizace 7.2.2001) nalezen
pouze jeden peptid odpovidajici zadanym parametriim. Slo
o peptid bombesin, ktery ma monoizotopickou molekulovou
hmotnost 1618,815 a strukturu pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-
-GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,,.
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Obr. 5. Hmotnostni spektrum smési vzniklé p¥i syntéze derivitu neuroprotektivniho peptidu; vodny roztok o koncentraci 0,1 mg.ml™,
matrice CHC, méfeno v reflektronovém pozitivnim médu se zpozdénou extrakci, vykon laseru 1,57 mW; srovndni teoretického modelu molekuly
Cod 156N3,0,68 + H" (ve vyfezu nahote) s detailnim pohledem na pik hlavniho produktu (ve vyfezu dole)
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Obr. 6. PSD spektrum derivatu neuroprotektivniho peptidu; matrice CHC, naméfeno v reflektronovém pozitivnim médu se zpozdénou
extrakef a iontovou brdnou nastavenou na 2420-2450 Da, vykon laseru 3 mW; / —y,, 2-b,-NH;, 3 ~y,, 4-a-NH,, 5 —a, 6 — b-NH,, 7 - by,
8-y59-ysNH;, 10-b-NH,, 11 -y, 12— y-NH,, 13-b-NH,, 14—y, 15—y, 16—y, 17-y,, 18-y, 19-y,NH;,20-b,, 2] —a,,

22-y,323-b,,24-b,, 25"y, cH,0,26 b, 27—y, 28— 2, 29 = b, 30— 2, 31 — b,y 32—y, 33— by 34— Yy, 35— [M+H]*
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Obr. 7. Srovnani modelového spektra (a) derivatizovaného peptidu bombesinu o struktuie C
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-bipy).H", vypoéitaného na zikladé prirozeného isotopového zastoupeni prvki, s namérenym spektrem (b); méfeno v reflektronovém

pozitivnim médu se zpozdénou extrakcei, vykon laseru 1,67 mW

Analyza smési peptida

Pomoci metody MALDI-TOF byla analyzovana smés vznik-
14 pfi pokusu o syntézu derivdtu neuroprotektivniho peptidu
humaninu. Cilem analyzy bylo potvrzeni struktury hlavniho
produktu a pokus o urceni slozeni fragmentti peptidu obsaze-
nych v preparatu. Na zaklade struktury predpoklddaného produk-
tu syntézy (Ala-Arg-Gly-Phe-Gly-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-Thr-
-Gly-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala) byla vypo-
¢itdna jeho teoretickd molekulovd hmotnost a isotopovy vzor je-
ho molekulovych piki, které byly srovndny s naméfenym spek-
trem (obr. 5). Metodou PSD byla potvrzena struktura hlavniho
produktu (obr. 6) a nalezena struktura dal$ich dvou peptidd.
Z deseti méfeni intenzit pikti vSech ionizovanych produktd
bylo odhadnuto zastoupeni hlavniho produktu na 30,9+3,1 %.

Derivatizace peptidi a jejich analyza

Jednim z mnoha ¢inidel, kterd by mohla slouzit k ur¢ova-
ni struktury proteind, je komplex oxid osmicely—bipyridin
(OsO,-bipy), ktery podle literatury'*!! reaguje v peptidovych
fetézcich predevsim s tryptofanem a ze sterickych divodi nen{
schopen pronikat do vnitinich ¢ast{ struktur proteind. Na obr. 7
je uvedeno srovnani spektra peptidu bombesinu derivatizova-
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ného OsO,-bipy s modelem vytvofenym na zdkladé predpo-
kladaného mechanismu reakce.

Zavér

Byla vytvofena a provéfena metodologie ur¢ovani mole-
kulovych hmotnosti a struktury peptidi metodou MALDI-
-TOF MS. Ziskané zkuSenosti byly uspésné aplikovany pfi
uréovani sekvence aminokyselin v peptidech a pfi kontrole
Cistoty a potvrzeni struktury nového derivdtu neuroprotek-
tivniho peptidu humaninu. Demonstrovana byla principidln{
moznost ionizace peptidt derivatizovanych OsO,-bipy.

Neékteré peptidy byly laskavé poskytnuty prof. RNDr. Emi-
lem Paleckem, DrSc., z Biofyzikdlniho iistavu AV CR, Brno.
Tato prdce je soucdsti projektu Ministerstva Skolstvi, mldde-
e a telovychovy Ceské republiky, projekt ¢. CEZ: J 07/98:
14310001 1.
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0. Sedo and J. Havel (Department of Analytical Chemi-
stry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Analysis
of Peptides by MALDI-TOF Mass Spectrometry

The MALDI-TOF MS method can be used for the exact
determination of molecular weight of peptides. Detailed study
of fragmentation of metastable ions after leaving the ion source
(post-source decay, PSD) makes it possible to determine also
the sequence of amino acids in peptides. If complete primary
structure cannot be reliably determined due to the complexity
of PSD spectra, the missing part of the sequence can be found
in Internet bases. Because of a simple preparation of samples
and short analysis times, MALDI-TOF MS is an extraordina-
rily suitable method for checking purity of peptide prepara-
tions. It can be also used for study of peptide derivatization.



