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1. Uvod

Hned v tivodu je tfeba zdUraznit, ze jediny a zarucené
fungujici obecny postup pro uspé$nou interpretaci hmot-
nostnich spekter neexistuje. Hmotnostni spektrum neni
fyzikalni konstantou a jeho informaéni obsah zavisi na
pouzité ionizaéni technice, typu experimentu i pouZzitého
hmotnostniho analyzatoru. V uvodni ¢asti referatu se za-
méfime na interpretace spekter jednoduchych organickych
latek ziskanych ionizaci elektrony, které poskytuji ve
spektrech kladnych iontil ¢astice s lichym poctem elektro-
nd, radikal-kationty. Déle budou zminéna néktera pravidla
pro fragmentaci polarnich latek poskytujicich molekulové
ionty se sudym poctem elektronti. Referat bude uzavien
interpretaci produktovych spekter peptidi jako vybranych
predstavitelti biopolymerd.

Pred samotnym méfenim vzorku a interpretaci jeho
hmotnostnich spekter je tfeba vzit do uvahy mj. historii
vzorku (zdroj, toxicita, o¢ekavana molekulovad hmotnost),
fyzikalni vlastnosti vzorku (skupenstvi, rozpustnost, stabi-
lita) a jeho chemickou povahu (organickd nebo anorganic-
ka cista latka nebo smés). Nekdy je tfeba se smifit
s faktem, Ze hmotnostni spektrometrie se na feSeni daného
analytického problému viibec nehodi. Piikladem mize byt
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analyza stfevni mikroflory, kterd je doménou molekulér-
nich sekvenacnich technik. Jinou, pro hmotnostni spektro-
metrii komplikovanou problematikou, je rozliSeni nékte-
rych typt izomeru ¢i nestabilnich latek.

Experimentalni strategie se tedy voli podle zadani
a povahy vzorku. Zvlasté je tfeba mit na mysli, co je cilem
meéfeni (kvalitativni nebo kvantitativni analyza), jak zni
zadéni analytického problému (u vystupu z organické syn-
tézy se potvrzuji o¢ekavané produkty, jindy se fesi struktu-
ra zcela neznamé piirodni latky) a jak detailni je pozado-
vana strukturni informace (od prokazani ptitomnosti
funkénich skupin po uréeni konfigurace molekuly, od sek-
vence stavebnich kamenti v biopolymeru po zjisténi jeho
konformace). Navrzend chemicka struktura by se méla
potvrdit alternativni analytickou technikou, podpofit kvan-
tové-chemickym vypoctem, ptipadné jeji spektralni chova-
ni porovnat se syntetizovanym standardem.

2. Elektronova ionizace a néktera fragmentacni
pravidla

Nepolarni az stfedné polarni a tepelné stabilni nizko-
molekulové latky lze s vyhodou ionizovat elektrony (EI,
electron ionization) nebo fotoionizaci. Pii tvorb¢ této pod-
kapitoly autofi zvazovali, zdali maji detailnéji zpracovavat
informace o typickych fragmentacnich cestach jednotli-
vych skupin latek, od alkand pfes aminy, alkoholy, atd.
Soucasny profil ¢eskych a slovenskych uzivateld elektro-
nové ionizace nas nakonec vedl k varianté odkazti na pu-
vodni monografie, kde zv1asté fanousci spojeni hmotnostni
spektrometrie s plynovou chromatografii mohou nalézt
detailni informace' .

Vzhled EI spekter zavisi na fad¢ experimentdlnich
parametrd (teplota, tlak, typ analyzatoru). Pro interpretaci
spekter jsou vyznamna méfeni presné hmotnosti i znalost
zakladnich fragmentaénich mechanismi. Pti interpretaci
spekter kladnych iontd je hlavnim voditkem molekulovy
radikal-kation (Castice s lichym poctem elektronti, OE, odd
electron, odpovidajici celé analyzované molekule, piesnéji
této molekule chybi elektron odtrzeny pfi ionizaci). Pomi-
neme-li vyssi stabilni isotopy molekulového klastru, oby-
¢ejné to byva ion s nejvyssi hmotnosti v EI spektru, jehoz
hodnota m/z musi korelovat s fragmentovymi ionty. Inten-
zita molekulového iontu v EI spektru ma ptimy vztah ke
struktufe stanovované latky, n€kdy nemusi byt piitomen
vibec. V fadé piipadi pfi zvySovani hmotnosti podobné
skupiny latek stejné polarity intenzita jejich molekulovych
iontd klesd. Obecné ale plati, ze s rostoucim poctem na-
sobnych vazeb a cykld v molekule intenzita piku moleku-
lového iontu roste. Ekvivalent poctu dvojnych vazeb
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a cykll 4 (rdb, rings+double bonds equivalent) ve struktu-
fe organické latky je dan vztahem (7):

h=x-"hy+thz+1 (1)
kde proménné x, y, z pfedstavuji pocty atomil v sumarnim
vzorci C,HyN,O, a plati, Ze uhliku déale odpovida kiemik,
vodiku odpovidaji F, Cl, Br, I, dusiku odpovida fosfor
akysliku sira. Napt. ion C,H;OH®*" mé4 ekvivalent podtu
dvojnych vazeb 2 — %2 6 + 2 0 + 1 = 0, zatimco ion
Ph-CO'ma7— % 5+%0+1=5,5. Pokud 4 je celé &islo,
pak pfislusny ion ma lichy pocet elektronti. Jestlize hodno-
ta h konci jednou polovinou, pfislusny ion ma sudy pocet
elektrond. Trojn4 vazba odpovidd dvéma dvojnym. Obcas
ale plati, Ze ,,vyjimka potvrzuje pravidlo®, a proto se vzdy
doporucuje  konzultovat studovanou skupinu latek
s ptislugnou literaturou®.

Prehledné prace a monografie zduraziuji mezi frag-
menta¢nimi mechanismy zejména sigma, alfa i beta §tépe-
ni jedné vazby, Sté€peni vice vazeb, retro-Diels-Alderovu
reakci’, McLaffertyho piesmyky®, orthoefekty’ a celou
fadu dalSich, které jsou specifické pro konkrétni skupinu
organickych latek®. Obr. 1. uvadi zakladni fragmentagni
mechanismy. Stereochemické problémy jsou pak zpraco-
véany v pracich®’.

Pti interpretaci spektra lze také pouzit néktera
z chemickych pravidel. Prvnim z nich je dusikové pravi-
dlo, které 1ze formulovat takto: Pokud studovana slouceni-
na obsahuje ve své molekule zadny nebo sudy pocet dusi-
kovych atomt, pak jeji molekulovy ion musi mit sudou
hodnotu m/z, pti lichém poctu lichou.

Mezi molekulovym iontem a ionty fragmentovymi
musi existovat logicky vztah podle eliminovanych neutral-
nich molekul nebo odstépenych radikald. Hmotnostni roz-
dily mezi moznym molekulovym iontem a vyznamnymi
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Obr. 1. Vybrané piiklady fragmenta¢nich mechanismi ve
spektrech elektronové ionizace. Stépeni o-vazby mezi dvéma
atomy uhliku (A), fragmentace iniciovana radikalovym centrem
(B), fragmentace iniciovana nabojovym centrem (C) a piesmyk
vodiku z polohy y (McLaffertyho pfesmyk), zde uvedeny v keto-
nu (D)
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Obr. 2. Fragmentace 2-methylpropanu. Relativni intenzity
fragmentovych iontti m/z 43 a m/z 15 jsou 100, resp. cca 10 %
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fragmentovymi ionty v intervalech m/z 4-14 a 21-25 jsou
pro béZné typy organickych sloucenin velmi nepravdépo-
dobné (illogical losses). Naopak obvyklymi ztratami jsou
odstépeni labilniho vodikového radikalu (—1), ztrata alky-
lovych radikali (—15, —29, —43, —57...), eliminace neutral-
nich molekul H,O, HF, CO, C,H,4, H,S, HCI (-18, 20,
—28, 34, -36), dale jsou bézné soucasné eliminace vody
a ethylenu z alifatickych aldehydu (—18-28) apod.

Dalsi pravidlo je dle Stevensona a Audiera. Podle ngj
ionizacni energii. Pfikladem je pfednostni tvorba methyl-
radikalu z radikal-kationtu 2-methylpropanu (obr. 2). Ji-
nym pravidlem je pravidlo ztraty nejvétsiho alkylu.

Zpisob fragmentace molekuly zavisi i na lokalizaci
naboje, tedy mist¢ ve struktufe métené latky, kde chybi
elektron a fragmentace miZe mit rizné varianty (napf.
fragmentace fizena nabojovym nebo radikdlovym cen-
trem). Velmi Casto se setkavame s konkuren¢nimi frag-
menta¢nimi fadami, a to pfimym Sté€penim jednoduchych
vazeb, alfa-§tépenim i celou fadou piesmykt. Casto stadi
mala strukturni zména, ktera se projevi v dramaticky odlis-
ném profilu spektra.

3. Stabilni isotopy

V hmotnostnim spektru dopliuje molekulovy radikal-
ion (M"*) jeho isotopova obalka, a to dal§imi ionty na hod-
notach m/z M+1, M+2, M+3 apod., které obsahuji ostatni
stabilni isotopy *C, "N, "0, **S atd. Tyto se spoji
v signalech m/z M+1, M+2, M+3 v nizkorozli§enych spek-
trech bez ohledu na hmotnostni defekty jednotlivych nukli-
di (viz dale). Isotopovou obalku molekulovych i fragmen-
tovych iontl lze pouzit k ziskdni informaci o jejich ele-
mentarnim slozeni.

Pro ilustraci je uvedeno EI spektrum oxidu uhli¢itého
(obr. 3). V jeho spektru dominuje molekulovy radikal-
kation (m/z 44) a déle jsou ziejmé i signaly jednotlivych
atomt (m/z 12, m/z 16). Krom¢ oxidu uhelnatého (m/z 28)
je patrna i tvorba dvakrat nabitého molekulového iontu (m/z
22).

Ionty uvedené v tomto spektru maji nominalni hmot-
nosti, které byly ziskdny souc¢tem nominalnich hmotnosti
v nich zastoupenych prvk. Nominalni hmotnosti ziskame
zaokrouhlenim monoisotopovych hmotnosti v pfirodé
nejvice zastoupenych stabilnich nuklidt (tab. I). Tyto no-
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Tabulka I

Referat

Monoisotopové a primérné hmotnosti vybranych biogennich prvki

Prvek Hlavni stabilni isotop =~ Monoisotopova hmotnost ~ Nominalni hmotnost Primérna hmotnost
H 'H 1,007825 1 1,00794
C 2c 12,00000 12 12,011
N N 14,003074 14 14,00674
0 150 15,994915 16 15,9994
S 328 31,972072 32 32,066
Cl el 34,9689 35 35,4527
100 - 44
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Obr. 3. EI hmotnostni spektrum oxidu uhli¢itého

minalni hodnoty nezohlednuji tzv. hmotnostni defekt, viz
dale.

V této tabulce maji vSechny uvedené prvky primeér-
nou hmotnost vét§i nez je hmotnost hlavniho isotopu. Ji-
nak je tomu napf. u isotopi lithia. Zatimco 'Li atom obsa-
huje 3 protony, 4 neutrony a 3 elektrony, jeho nuklid °Li
ma neutrony jen tfi, ¢imz sniZuje pramérnou atomovou
hmotnost na 6,941. Pfirozené se vyskytujici isotopy sice
na jednu stranu komplikuji hmotnostni spektra, na druhou
stranu ovSem zpfesiuji informace o elementarnim slozZeni
iontl. Zvlaste¢ dulezité je zastoupeni uhliku, jehoz méné
b&ny isotop *C je zastoupen v proméru 1,1 % viech

nuklid uhliku. Zastoupeni isotopd v pfislusném iontu lze
spocitat podle koeficientd binomickych rozvoji. V ptipadé
uhliku se bude jednat o rozvoje (*C+"“C)*, ¢ili (99a+1b)"
u jednoho atomu uhliku, (*C+"C)? u dvou atomd uhliku,
(*C+"C)’ u ¥ atomd atd. Tab.II uvadi zaokrouhlené
intenzity pikG v isotopové obdlce pfislusného iontu
v zavislosti na poctu piitomnych atomi uhliku.

U malych po¢ti atomi uhliku neni pfirtstek vyssiho
isotopu tak zasadni, jako unékterych jinych prvki
(tab. IIT). Chlor se v ptirodé¢ vyskytuje ve formée dvou hlav-
nich isotopt **CI/’Cl se vzajemnym pomérem piiblizné
3:1, zatimco "’Br/*'Br dosahuje poméru téméf 1:1. Piitom-

Tabulka II

Isotopova obalka v zavislosti na poctu atomu uhliku

C: 99 9% 2C 1% C

Cy: 98 % "*C'’C 2% 2¢Bc 0,01 % *cBcC

Cs: 97 % "2C’C'*C 3% 2c*cBc 0,04 % >ccBc 1049 BclchBc
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Tabulka IIT
Prispévky atomti CI a Br do isotopovych profild. Pomér isotopt se projevi v koeficientech pted scitanci obsahujicimi pro-
meénné a/b, exponent pak odpovida poctu atomtli

Bry: (a+b)? a’+2ab+b’ (1:2:1)
Br;: (a+b)® a’+3a’b+3ab*+b’ (1:3:3:1)
Cly: (3atb)’ 9a*+6ab+b’ (9:6:1)
nost byt jediného takového prvku v nizkomolekulové mensimi nez je hmotnost elektronu (9,109-107'kg). Uvé-
struktufe je z hmotnostniho spektra ziejma na prvni pohled domime-li si, ze hmotnosti neutronu (1,675-10%" kg)
a miZe byt pouzita ke spravnému odhadu sumarniho vzor- a protonu (1,673-1077 kg) jsou odlisné a soucasné jsou
ce ptislusného iontu. v jadfe vazany energii, které odpovidé urcity ubytek hmot-

S rostoucim poctem atomil se nejvyssi pik isotopové nosti (celkovd hmotnost jadra se nerovnd prostému souctu
obalky posouva k vy$§im hmotnostem. Simulaci tohoto hmotnosti pfitomnych nukleontl), nabizi se vyuziti hmot-
stavu pro hypotetické peptidy ilustruje obr. 4. Mé&me na nostnich defektd jednotlivych nuklidid (tab. I, obr. 6)
paméti, ze nékteré dalsi prvky maji vyssi pocet stabilnich k uréeni sumarniho vzorce iontu. Analyzatory s extrémné
isotoptl (Sn, Pt apod.) a hmotnostni spektra odpovidajicich vysokou rozliSovaci schopnosti navic ptidavaji informaci
organometalickych slouc¢enin pak mohou byt velmi kom- o jemné isotopové struktute, jejiz profil pfislusny sumarni
plexni. vzorec potvrzuje (obr. 7).
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Obr. 4. Simulovana isotopova obalka peptidu v zavislosti na zvySujici se molekulové hmotnosti

U velkych biomolekul viidu desitek kilodaltont Ne"ntzr;ﬂvnejs'
nemusi byt molekulovy monoisotopovy signal patrny vi- P
bec, jindy signal nejintenzivnéjsiho piku nemusi predsta-
vovat primérnou hmotnost iontového druhu (obr. 5).
Rozliseni isotopovych obalek biomolekul je mozné
pouze vysoce rozliSujicimi hmotnostnimi spektrometry.
Podle definice je rozliSovaci schopnost dana pomérem
m/Am = 1000. Napt. k rozliSeni bézného dubletu glutamin/
lysin u peptidovych iontll, kde Am = 0,0364 u, je poticba
36 ppm piesnost na hmotnosti 1000. U iontd s hmotnosti e
10 000 stoupa potfebna presnost na 3,6 ppm. Spektrometry
s nizkym hmotnostnim rozliSenim pak u velkych biomole-
kul mohou posky‘Eovat pouze pramérné hmotnosti. U nich Nominalni hmotnost
je navic tfeba pocitat s inherentni chybou méfeni v fadu az 4080
20 ppm. Ta je dana odliSnym pfirodnim zastoupenim
nuklid v zavislosti na pivodu vzorku, napf. riznym po-

Primérna hmotnost
4084 61

Monoizotopova hmotnost

4062.12 [C169H287NB205282+H] ™

mérem isotopti '°C/"’C v organickych nebo anorganickych . :"‘l i Ly
iy 10

materidlech ™. . o 4080 4085 4090
Soucasné moznosti vysoce rozliSujici hmotnostni

spektrometrie umoziuji méfit rozdily mezi hmotnostmi Obr. 5. Simulovany isotopovy profil peptidu
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120 14N 328
12.00000 14.00307 31.97207
1.00335 Da 0.99704 Da 0.99939 Da 335
(0.8%) 33.96787
0.99641 Da
1 3C 1 5N ‘—a._ 348
(1.1%) (0.37%) : (4.5%)
12 13 14 15 32 33 34
Obr. 6. PFesné hmotnosti a hmotnostni odstupy mezi nuklidy prvka C, N, S
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Obr. 7. Detail M+2 piku jednou protonovaného triacetylfusarininu C (C3yHs;NgO;sFe). Teoretické spektrum bylo generovano

pro rozliseni R =900 000

4. Metoda per analogiam

zhruba do 2000 Da se nékdy fesi metodou per analogiam,
ktera je zalozena na znalosti fragmentacniho chovani stan-
dardu latky blizké. Pomoci porovnani elementarnich sloze-
ni iontovych sérii v charakterizovaném analogu se standar-
dem je nékdy mozno urcit misto a povahu jednoduché
substituce ve struktute nové latky.

Zjisténi molekulové hmotnosti, sumarniho vzorce
améfeni produktovych, byt vysoce hmotnostné rozlise-
nych, spekter ¢asto k uréeni struktur pfirodnich latek ne-
staci. Prestoze nckterd obecna fragmentaCni pravidla
a postupy pro interpretaci spekter ziskanych mékkymi

ioniza¢nimi technikami byly publikovany'', pravé pouziti
alternativnich strukturnich metod (zejména nuklearni mag-
netické rezonance a rentgenové krystalografie) je nezbytné

povaze je malo znamo.

5. De novo interpretace spekter biopolymeri
s omezenym poctem stavebnich kamenu

Pfi interpretaci hmotnostnich spekter biopolymeri,
jako jsou peptidy, oligonukleotidy, oligosacharidy, glyko-
peptidy apod., lze vyuzit skuteénosti, Ze jejich molekuly
jsou vystavény z omezeného poctu stavebnich blokd.
V ribozomalné syntetizovanych peptidech se setkdvame
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s 20 kédovanymi aminokyselinami (tab. IV), u nukleotidi/
nukleosidii s ptislusnymi ¢tyfmi bazemi apod. Pokud neni
pfitomna neocekdvand kovalentni modifikace, 1ze pro in-
terpretaci spekter biopolymert vyuZit fadu interpretacnich
de novo postupll, a to i ve spektrech s nizkym hmotnost-
nim rozliSenim. Biopolymery jsou latky teplotn€ malo
stalé a pro jejich ionizaci je tfeba pouzit nékterou z mek-
kych ionizacnich technik. Zakladem pro charakterizaci
biopolymerti jsou interpretace jejich rtiznych produkto-
vych hmotnostnich spekter. Naptiklad u FT-ICR pfistroja
se pouziva kolizi indukovana disociace nerezonancni ion-
tovou excitaci (SORI-CID, Sustained Off-resonance Irra-
diation, Collisionally Induced Dissociation), multifotonova
disociace infracervenym laserem (IRMPD, Infrared Multi-

Tabulka IV
Zakladni aminokyseliny

Referat

Photon Dissociation), disociace elektronovym zachytem

(ECD, Electron Capture Dissociation) ¢i disociace preno-

sem elektronti (ETD, Electron transfer dissociation). Ko-

lizni spektra ziskana témito technikami se mohou vyznam-
n¢ liSit a davat tak odliSnou, ale nikoli rozdilnou strukturni
informaci.

Jeden z moznych obecnych postupti pii de novo inter-
pretaci kolizniho spektra linearniho peptidu se maze skla-
dat z nasledujicich boda.

1. Identifikace molekulového iontu a vydéleni jeho m/z
hodnoty ¢islem 110 (primérnou molekulovou hmot-
nosti vSech zédkladnich aminokyselin). Takto ziskdme
orientatni pocet aminokyselin pfitomnych v daném
peptidu.

Aminokyselina Akronym  Kéd  Sumaérni vzorec Strukturni vzorec
Alanin Ala A C;H;NO, CH;-CH(NH,)-COOH
Arginin Arg R CsH4sN,O, H,N-C(=NH)-NH-[CH,];-CH(NH,)-COOH
Asparagin Asn N C4HgN,O5 H,N-CO-CH,-CH(NH,)-COOH
Kyselina Asp D C,H/NO, HOOC-CH,-CH(NH,)-COOH
asparagova
Cystein Cys C C;H/NO,S HS-CH,-CH(NH,)-COOH
Glutamin Gln Q CsH;oN,O; H,N-CO-[CH,],-CH(NH,)-COOH
Kyselina Glu E CsHoNO, HOOC-[CH;],-CH(NH,)-COOH
glutamova
Glycin Gly G C,HsNO, CH,(NH,)-COOH
Histidin His H CsHoN30, (D/YCOOH
HN / NHo
Isoleucin Ile 1 CsH3NO, C,H;s-CH(CH;)-CH(NH,)-COOH
Leucin Leu L CsH13NO, (CH;),CH-CH,-CH(NH,)-COOH
Lysin Lys K CsH14N,0, H,N-[CH,];-CH(NH,)-COOH
Methionin Met M CsH;1NO,S CH;-S-[CH;],-CH(NH,)-COOH
Fenylalanin Phe F CoH1NO, CsHs-CH,-CH(NH,)-COOH
Prolin Pro P CsHoNO,
COOH
N
Serin Ser S C3H;NO; HO-CH,-CH(NH,)-COOH
Threonin Thr T C4HoNOs CH;-CH(OH)-CH(NH,)-COOH
Tryptofan Trp W Ci1HiN, O, COOH
NH,
N\
N
Tyrosin Tyr Y CoH;1NOs HOOC
NH>
HO
Valin Val A% CsH;1NO, (CH;),CH-CH(NH,)-COOH
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Ptifazeni imoniovych ionti, které obsahuji pouze jedi-
nou aminokyselinu, v oblasti nizkych hodnot m/z ve
spektru jednotlivym aminokyselinam (tab. V). Pozor
na charakteristickd hmotnostni omezeni u jednotli-
vych druh@ analyzitorti. Pfipadna nepiitomnost dané-
ho iontu jes§t€ nemusi znamenat, ze odpovidajici ami-
nokyselina v peptidu neni. Ionty vzniklé béhem vyso-
koenergetickych procest ztratami bocnich fetézct
z [M+H]" iontfi mohou poskytnout dalsi informace.

S pomoci tab. VI urceni iontu typu b, na hodnoté m/z
(AK'+AK?*+1), ktery je obvykle doprovazen piislus-
nym iontem typu a, na hodnoté m/z o 28 hmotnost-
nich jednotek nizsi. Hodnota b, nas soucasné navadi
na ionty y,, piip. yn1. Tabulka protonovanych amino-
kyselinovych parti pokryva interval hodnot m/z od 115
(Gly-Gly+H) do 373 (Trp-Trp+H). S pomoci imonio-
vych iontl, ptifazeného dipeptidu a iontu y, ; ziskame
pocatek N-koncové sekvence. Nomenklaturu ionto-
vych druht uvadi obr. 8.

U tryptickych peptidi mizeme nalézt ion y, na m/z
147, pokud byl C-koncovou aminokyselinou lysin
(odpovidd Lys-OH). Druhou moznou C-koncovou
variantou je arginin (m/z 175 odpovida Arg-OH). Je-li
nalezen y, ion, lze nasledné pfitadit komplementarni
ion typu b, ;. V pfipadé, Ze je ptitomen i ion b,, mize
se hmotnostni rozdil mezi protonovanou molekulou
aiontem b, vyuZzit i na potvrzeni C-koncové skupiny
(18 Da ztrata H,O odpovidd karboxylové skupiné
nebo 17 Da ztrata NH; odpovida amidové skuping,
atd.).

Pokud je neznamy vzorek tryptickym peptidem, ne-

Tabulka V

Imoniové ionty a dalsi nizkomolekuldrni fragmenty aminokyselin

Referat

mél by Arg nebo Lys byt jinde nez na C-konci peptidu
(plati pro dokonalé §tépeni a kdyz nenasleduje prolin).
Pokud je nalezena aminokyselina o velikosti 128 uv-
nitf sekvence, mélo by se tedy jednat o Gln.
Identifikace zbyvajicich iontll typu b; a y; a pouZiti
jejich hmotnostnich (m/z) rozdilli ke konstrukci ¢as-
teCnych sekvenci. Pokud se dvé neuplné sekvence
nepiekryvaji, lze tyto pouzit k sestaveni sekvence
delsi. V pripadé piekryvovych sekvenci ziskavame
kontrolu spravnosti diive navrzené kratké sekvence.
Pokud nékteré fragmentové ionty vyznamné intenzit-
né prevysuji ionty ostatni, mtze byt v sekvenci pfito-
men Pro, His nebo jina bazickd aminokyselina zodpo-
védna za preferencni Stépeni.

Soucet hmotnosti vSech jiz uréenych aminokyselin
(informace z imoniovych iontl, dipeptidu, zrozdilu
hmotnosti mezi sekven¢nimi ionty) a hodnoty 19
(hmotnost H;O") miizeme odedist od hodnoty m/z
protonované molekuly, abychom ziskali celkovou
hmotnost chybéjicich aminokyselin.

Pouziti dal$ich pravidel k urCeni uplné sekvence: ion-
ty typu a; jsou na hodnotach m/z o 28 Da nizsich nez
ionty typu b;. Dale nékteré b; ionty eliminuji neutralni
Castice, napt. Ser, Thr, Asp a Glu ztraceji vodu ze
svych C-konct (pak pozorujeme ionty bi—18). Asn,
Gln, Lys, Arg uvoliiuji amoniak z N-koncli piislus-
nych fragmentovych iontil (pozorujeme ionty bi—17).
Obé vyse uvedené eliminace lze pozorovat i u g; iontd.
Cys Casto poskytuje bi—34 pik (ztrata H,S). Met po-
skytuje bi—46 pik (—CH,S), oxidovany Met dava b—64
piky, atd.

Aminokyselina Hmotnost Boc¢ni fetézec Imoniové ionty a dal$i fragmenty
G Gly 57,02 1 30

A Ala 71,08 15 44

S Ser 87,03 31 60

P Pro 97,05 41 70

v Val 99,07 43 72

T Thr 101,05 45 74

C Cys 103,01 47 76

L Leu 113,08 57 86 (72)

I Ile 113,08 57 86 (72)

N Asn 114,04 58 87 (70)

D Asp 115,03 59 88

Q GIn 128,06 72 101 (84, 129)

K Lys 128,09 72 101 (129, 112, 84, 70)

E Glu 129,04 73 102

M Met 131,04 75 104 (61)

H His 137,06 81 110 (166, 138, 123,121, 82)
F Phe 147,07 91 120 (91)

R Arg 156,10 100 129 (112, 100, 87, 73, 70, 59)
Y Tyr 163,06 107 136

W Trp 186,08 130 159
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Tabulka VI

Referat

Hodnoty m/z ionti typu b, vzniklych kombinaci dvou aminokyselin. Mo je oxidovany methionin, C* je karbamidome-
thylcystein, C* je akrylocystein, dvojice L/, Q/K a Mo/F jsou isobarické

G A S P V T C LI N D QK E M H M/ F R C Y (C W
G 115
A 129 143
S 145 159 175
P 155 169 185 195
\% 157 171 187 197 199
T 159 173 189 199 201 203
C 161 175 191 201 203 205 207
L/l 171 185 201 211 213 215 217 227
N 172 186 202 212 214 216 218 228 229
D 173 187 203 213 215 217 219 229 230 231
Q/K 186 200 216 226 228 230 232 242 243 244 257
E 187 201 217 227 229 231 233 243 244 245 258 259
M 189 203 219 229 231 233 235 245 246 247 260 261 263
H 195 209 225 235 237 239 241 251 252 253 266 267 269 275
Mo/F 205 219 235 245 247 249 251 261 262 263 276 277 279 285 295
R 214 228 244 254 256 258 260 270 271 272 285 286 288 294 304 313
c 218 232 248 258 260 262 264 274 275 276 289 290 292 298 308 317 321
Y 221 235 251 261 263 265 267 277 278 279 292 293 295 301 311 320 324 327
c 232 246 262 272 274 276 278 288 289 290 303 304 306 312 322 331 335 338 349
w 244 258 274 284 286 288 290 300 301 302 315 316 318 324 334 343 347 350 361 373
K X prirtstek 14 Da na jednu skupinu a lepsi tvorbu vy;
iontové série.
0 N 3. N-pyridylacetylaci, ktera zlepsi nejen tvorbu obou b;
0 A o R o iy; sérii, ale podpofi i vznik plivodné nepiitomného
| Il | iontu b;.
HN-CH|C NH CHC|NHCH-C-OH 4. Pfi interpretacich de novo lze déle vyuZit fadu interne-
| | | tovych nastroji, viz http://ms-utils.org, ¢i molekular-
R R? R3 niho modelovani'>.
Podobné jako u peptidd je zavedena nomenklatura
g & ipro dalsi typy biopolymeri. Obr. 9 uvadi hmotnostné
spektrometrickou nomenklaturu pro sekvenovani oligosa-
b, by charidi. Podobné 1ze sekvenovat oligonukleotidy nebo jiné

€

Obr. 8. Nomenklatura fragmentovych druhi v produktovém
spektru tripeptidu

Ionty typu a;, bi, ¢; jsou N-koncové a dolni index oznacuje
pocet aminokyselinovych zbytkd v pfislusném iontu. Ion-
tové druhy x;, y;, z; jsou C-koncové. Fragmentace za dusi-
kem peptidové vazby, tj. ionty ¢ a z vznikaji pfedevsim
pomoci technik ECD a ETC (cit.'?).

V komplikovanych ptipadech 1ze dale pouzit fadu
derivatizacnich reakci k ziskani pfesnéjsi sekvenéni infor-
mace. Lze provést naptiklad:

1. Acetylaci N-konce nebo jakéhokoli lysinu (42 Da
prirtstek na jednu skupinu). To soucasné pfinasi zlep-
Seni N-koncové fragmentace tryptickych peptidd ob-
sahujicich Arg na C-konci.

Methylaci C-konce nebo jakékoli aminokyseliny ne-
souci karboxyskupinu (Glu, Asp). Nasledné sledujeme
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biopolymery, které maji pfedem definovany omezeny po-
Cet stavebnich bloku. Je tfeba zdiraznit, ze ve vSech ptipa-
dech se ziskava pouze hruba sekvenéni informace, a to bez
zietele na izobarické stavebni bloky. Navic mezi aminoky-
selinami, sacharidy, lipidy apod. Ize nalézt nejen mnoho
izobarickych stavebnich blokd, ale i celou fadu post-
transla¢nich modifikaci. Je pak namisté hovofit pouze
o charakterizaci struktury nezndmého biopolymeru nez
o ur¢ovani struktury.

6. Softwarové nastroje k usnadnéni
interpretace hmotnostné spektrometrickych
dat

K charakterizaci struktur pfirodnich latek vyznamné
ptispiva bioinformatika. Pfi ur€ovani sumarniho vzorce na
zakladé presné zmetené hmotnosti vétSina algoritmd pra-
cuje za pouziti sedmi heuristickych pravidel zahrnujicich:
(1) omezeni poctu nuklidd, (2) pouziti chemickych pravi-
del omezujicich maximalni valen¢ni stav kazdého prvku,


http://ms-utils.org
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0‘2A1
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Obr. 9. Nomenklatura oligosacharidii (pfepracovano podle cit.'*)

(3) isotopové profily, (4) pomér poctu atomi vodiku
a uhliku, (5) pomér poctu atomi dusiku, kysliku, fosforu
a siry vic¢i poctu atomt uhliku, (6) pravdépodobnost po-
meért prvki a konecné (7) pritomnost trimetylsilylovanych
latek". Uréeni sumarniho vzorce neznamé latky je i prv-
nim krokem tzv. dereplikace. Termin byl zaveden pro
opétné urceni jiz diive popsanych a strukturné charakteri-
zovanych pfirodnich latek. Dereplikace je zaloZena na
vyhledani sumarniho vzorce v lokaln¢ integrované nebo
vzdalené (on-line) databazi struktur latek. Programy ob-
vykle vyzaduji pfesnd hmotnostni spektra, né€kdy zpraco-
vavaji 1 struktury stavebnich blokd biopolymert a frag-
mentacni cesty. Vyznamné vefejné piistupné databaze jsou
japonskd MassBank'®, fytochemicka databize ReSpect'’,
Metlin, GNPS (http://gnps.ucsd.edu/) a NIST (http://
webbook.nist.gov/chemistry/form-ser.html).

Pokud se tyCe algoritmi samotnych, vyznamna je
technika molekulového sitovani, kterd vzajemné porovna-
va veétsi pocty MS/MS spekter a hleda strukturni podob-
nosti'®. Peptidogenomické nastroje pracuji s virtualnimi
databazemi, které byly vytvoteny in silico podle sekvenci
pfedpovézenych na zakladé mechanismt znamych z ri-
bozomalni nebo neribozomalni biosyntézy piirodnich 1a-
tek. K popisu metabolickych dat 1ze s vyhodou pouzit pro-
sttedi MyCompoundID (MCID), ve kterém je ulozeno pies
8 tisic lidskych endogennich metaboliti a dalSich vice nez
380 tisic predpovézenych metabolickych produkti. Podob-
né jako ostatni bioinformatické nastroje MCID v prvnim
kroku porovnava zméfené molekulové hmotnosti
s databazovymi. Relevantni navrzené struktury s vysokym
skore jsou nasledn& podrobeny disociaci in silico". Frag-
mentace je iniciovana na vazbach s heteroatomem, které
byly odvozeny z procesit znamych z databaze Dictionary
of Natural Products. Tato obsahuje pres 220 tisic latek, ale
je komer¢ni. K dispozici je i volna spektralni kolekce
s nazvem ,,A database of In-Silico predicted MS/MS spec-
trum of Natural Products®, ktera obsahuje ptes 170 tisic
latek  (http://oolonek.github.io/ISDB/)*’. Mensi sbirka
mzCloud (http://www.mzcloud.org), kterd pouziva spek-
tralni korelacni algoritmy, je ze slovenské dilny Roberta
Mistrika, ktery je znam diky svému produktu MassFrontier
(distributorem je Thermo Scientific).

153

Referat

Yo 4p
b
CH,0OH
1
]
OH | —O-R
1
1
I OH
I
1
v X
B2 Co 2'5%\3 B3 C3

Metody pro identifikaci biopolymert je mozné rozde-
lit do dvou zakladnich skupin: vyhledavani v databazich a
de novo sekvenovani. V pfipadé analyzy proteinli se prvni
metoda nejcastéji provadi porovnavanim zmérenych hmot-
nostnich spekter s databazi obsahujici teoreticka spektra
peptidovych sekvenci. Peptidové sekvence se ziskavaji
in silico $tépenim proteinovych sekvenci, o nichz se pted-
poklada, Ze jsou pfitomny v analyzovaném vzorku. Druha
metoda ziskava sekvence piimo z experimentalnich
spekter bez znalosti genomickych dat. Obé metody im-
plementuje celd fada riznych komercnich i volné do-
stupnych softwart (http://en.wikipedia.org/wiki/
List of mass_spectrometry software). Za zminku stoji
i interpretace hmotnostnich spekter s pouzitim metod mo-
lekularni dynamiky", které dokazi prozkoumat energetic-
ky dostupné oblasti fazového prostoru, a tak vypocitat
hmotnostni spektra neznamych organickych slouéenin.

Pro de novo sekvenovani linearnich, cyklickych, vét-
venych nebo cyklickych peptidi s vétvemi lze vyuzit
i volné dostupny nastroj CycloBranch?'. Produkt je uréen
vyhradné pro presnd hmotnostni spektra. Vyuziva databazi
nékolika stovek stavebnich kamenl z ribozomalni i neri-
bozomalni syntézy peptidi nebo ketidd a dokaze pracovat
s celou fadou biogennich prvkl. Ma integrované knihovny
lipida (http://www lipidmaps.org) a mikrobialnich metabo-
lith. Kromé de novo sekvenovaciho modulu Ize Cyclo-
Branch pouzit i k dereplikaci organickych latek z datovych
soubort ziskanych technikami kapalinové chromatografie/
hmotnostni spektrometrie nebo hmotnostné spektrometric-
kého zobrazovani.

Prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi, mldde-
Ze a télovychovy Ceské republiky (LO1509) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (19-109078).
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L. Skultéty, J. Novak, and V. Havli¢ek (Institute of
Microbiology of the Czech Academy of Sciences, Prague):
Fundamentals of the Mass Spectra Interpretation

In this paper the authors present their entirely subjec-
tive approaches to identify mass spectra of small mole-
cules generated by electron ionization or product ion mass
spectra of biopolymers generated by collision-induced
dissociation. A rich set of interpretation approaches is
supported by knowledge of isotopic profiles including fine
isotope structures, exact mass measurements, and applica-
tion of common fragmentation rules known from gas-
phase ion chemistry as well as bioinformatics.
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