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Obr. 1. Struktura cyklosporinu A

1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie, zabyvajici se analyzou iontl
organickych latek, je neodmyslitelnou soucasti instrumen-
talnich metod pouZzivanych organickymi chemiky k uréeni
produktii chemickych reakci nebo k jejich monitorovani.
Prednosti metodyjsou predeviim vysoka citlivost a rych-
lost, v neposledni fadé pak moZnost Géinné fesit struktury
jednotlivych slozek komplikovanych smeési. Jednou z ob-
lasti organické chemie, kde hmotnostni spektrometrie pris-
piva zdsadnim zptsobem, je urCovani struktur pfirodnich
i syntetickych peptidti. K délezitym reprezentantiim této
skupiny latek patii cyklické hydrofobni undekapeptidy —
cyklosporiny, produkované n&kterymi druhy vldknitych
hub. Cyklosporin A (CsA, obr. 1) vykazuje vyzna&né anti-
fungdlni, antiparazitické a imunosupresivni Géinky a v pra-
Xi je pouzivan k 1é¢bé& posttransplanta¢nich stavii a auto-
imunitnich chorob!. Nékteré dalsi analogy, odvozené zd-
ménou jedné nebo dvou aminokyselin, maji uplatnéni pii
16&b& MDR? nebo AIDS3.

Jesté nedavno byla hmotnostni spektrometrie (MS) pfi

studiu struktur novych cyklosporint zastinéna jinymi ana-
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Iytickym technikami, pfedev§im metodou NMR a RTG
difrakei. Jeji prispévek spocival jen ve zméfeni molekulové
hmotnosti. Zavedeni novych metodickych postupt, které
umoziuji detailn€ charakterizovat primarni struktury téch-
to latek, resp. jejich smési, je vénovana tato prace.

2. Uréeni molekulové hmotnosti

Informaci o molekulové hmotnosti poskytuji hmotnos-
tni spektra ziskand prakticky v8emi ioniza¢nimi techni-
kami. Udaje o molekulovych hmotnostech cyklosporini
poskytuji spektra ziskana tzv. mékkymi ionizaénimi tech-
nikami, jako je desorpce plazmatem® Kalifornia 252, che-
mickd ionizace’, desorpce laserem®, desorpce polem’
a predevS§im ionizace rychlymi atomy (FAB) nebo ionty
(FIB)3.

Pozornost bude vénovana pfedev§im metodé FAB, s je-
jiz pomoci lze ve strukturni analyze cyklosporinti uplatnit
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Obr. 2. Uvoliiovani sekundarnich ¢astic dopadem primarnich
atomi’
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Obr. 3. FAB spektrum pozitivnich ionti cyklosporinuA

fadu dalSich technik. Metoda je zalozena na bombardovani
vzorku rozpusténého v kapalné matrici svazkem urychle-
nych &astic?, naptiklad atomii xenonu (obr. 2). Konven&ni
FAB spektrum pozitivnich iont cyklosporinu A (obr. 3)
poskytuje v molekuldrni oblasti kationty patfici protono-
vané molekule [M+H]" (m/z 1202,8) a aduktu s kationtem
sodiku [M+Na]* (m/z 1224,8), zatimco pii sniméni nega-
tivnich iontll je moZno pozorovat ion deprotonované mo-
lekuly [M-H] . Méfeni elementarniho slozeni téchto iont(
se na sektorovych strojich s vysokou rozliSovaci schopnosti
provadi nejcastéji srovndvaci metodou ,,peak-matching™ za
pouziti rotaéniho terCe a kalibra¢niho standardu (napf. Ul-
tramark 1600F). PoZadované minimdlni rozliSeni p¥istroje
pro uspésné méfeni elementdrniho slozeni v oblasti mo-
lekuldrnich hmotnosti cyklosporini je kolem 15 000.

3. Charakterizace aminokyselin
pfitomnych v molekule

Pouziti 3-nitrobenzylalkoholu jako matrice, jejiz pro-
tonova afinita je v porovnani s cyklosporiny nizka, vede
k velmi Cistym FAB spektrim pozitivnich iontd (obr. 3).
V oblasti niz§ich hmotnosti obsahuji tato spektra cetné
imoniové ionty jednotlivych aminokyselin'9, mezi nimiZ
dominuje ion 72/z 100,1 patiici N-methyl-leucinu, tj. v mo-
lekule nejcastéji zastoupené aminokyselin€. Stiedni oblast
pak poskytuje fragmentové ionty obsahujici rizny pocet
aminokyselin. Vycet hlavnich iontd CsA, véetné jejich
elementarniho sloZeni, uvadi tabulka I. Dilezitd je déle
oblast vyssich hmotnosti spektra obsahujici kromé [M+H]*
a [M+Na]" iontt téz ion [M+H-113]*, m/z 1089,7. Ten

urcuje velikost postranniho fetézce MeBmt, a tudiz se ho



Tabulka I

Hlavni pozitivni ionty konvenéniho FAB spektra cyklosporinu A

Typ iontu Ptifazeni Hmotnost Hmotnost Elementarni €
zméfena vypocétena slozeni
imoniovy Sarnebo Ala 44,0502 44,0500 CoHeN ~100
imoniovy Abu 58,0659 58,0657 C3HgN ~80
imoniovy Val 72,0820 72,0813 C4HION ~60
imoniovy MeVal 86,0960 86,0970 CSHI2N 90
imoniovy MeLeu 100,1130 100,1126 CeH 4N 90
imoniovy MeBmt 156,1340 156,1388 CY9HI8NO ~50
[MH-C7H 301" Ztrata boéniho 1089,755 1089,752 Cs55H99N 1011 ~100
fetézce v MeBmt
[M+H]* Protonovand 1202,847 1202,849 C62H112N11012 ~100
molekula
*Piispévek daného iontového druhu iontovému proudu piisluiné nominalni hmotnosti (%)
s vyhodou pouziva pro rychlou kontrolu uspéSnosti pii-
pravy semisyntetickych derivatii nebo identifikaci metabo- iy .f
litd modifikovanych pravé na této aminokyseling.
R
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4. Sekven¢ni analyza i M \

Prvni price!! zabyvajici se uréenim sekvenci amino-
kyselin v metabolitech cyklosporinu A pomociMS zahrno-
valy Uplnou nebo ¢aste¢nou hydrolyzu latky, derivatizaci
vzniklych volnych aminokyselin a naslednou GC/MS ana-
Iyzu smési derivat (EI ionizace). Nevyhodou této meto-
diky byla jeji pracnost a piedev§im zna¢nd Casovd na-
roénost celé analyzy
spektrometrle (MS/MS). Pfi MS/MS experimentu je tfeba
mit k dispozici systém alesponl dvou spraZzenych hmotnost-
nich analyzdtort piipadng spektrometrti (obr. 4)'2. Prvni
spektrometr (MS-1) slouzi k vybéru zddaného iontového
druhu (napf. protonované molekuly peptidu). V kolizni cele
nastavd jeho rozpad indukovany srazkou s atomy teréového
plynu, v pfipadé sektorovych analyzitorti obvykle helia.
Produkty vzniklé touto disociaci a jejich zastoupeni jsou
analyzovany druhym spektrometrem (MS-2) a piedstavuji
spektrum dcefinych iontl. Ziskané dcefiné spektrum pro-
tonované molekuly peptidu poskytuje zddané sekvencni
informace.

Bylo zjisténo, ze u cyklosporinti dochdzi k dominantni
primarni protonaci pfi ionizaci FAB pfevdaZzné na tiech
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Obr. 4. Princip tandemového hmotnostniho spektrometru
I.Z. = iontovy zdroj, DET. = detektor. Ry, = piky v konvenénim
spektru (rodi¢ovské ionty). Prvni analyzator nastaven tak, aby do
kolizni cely prochazel pouze ion R3, ktery disociuje na fragmenty
Dy, tvofici dcefiné spektrum

mistech v molekule!3, a to na dusikovych atomech ami-
nokyselin Sar®, MeBmt! a MelLeu® (horni index oznatuje
pozici aminokyseliny v fetézci - obr. 1). Nasleduje ote-
virdni kruhu mezi druhou a tfeti, prvni a jedendctou resp.
patou a Sestou aminokyselinou. Vysledkem je pak tvorba
smési tif linearnich undekapeptidt, které mohou dale frag-
mentovat na tfi série N-koncovych acyliovych iontd. Zpa-
sob jejich pfifazeni je ukazan na piikladu hydroperoxo-cyk-
losporinu D (obr. 5)14. Obecnd platnost popsaného frag-
menta¢niho chovani za podminek kolizni aktivace byla
prokdzdna na sérii dvaceti pfirodnich cyklosporinii nebo
jejich semisyntetickych derivata!s.
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Obr. 5. Kolizni dcefiné spektrum protonované molekuly hydroperoxo-cyklosporinu D. Pozorované N-koncové fragmentové ionty
jsou acyliového typu, které se podle uzivané nomenklatury " oznaluji pismenem b. Horni index u piislu§ného iontového druhu definuje
misto primarniho otevirdn{ kruhu cyklosporinu (napf. mezi 2. a 3. aminokyselinou), spodni index pak pocet aminokyselin piitomnych

Py

v daném oligopeptidovém iontu (viz schéma v horni Casti obrazku)
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Obr. 6. Kolizni spektra protonované (nahoie) a deuteronované molekuly cyklosporinu A (dole). Ve vytezech jsou izotopové profily
molekuldrni* oblasti protonované resp. deuteronované molekuly CsA

5. OdliSeni izobarickych aminokyselin
Problém rozliSeni izobarickych aminokyselin (amino-
kyselin majicich stejnou molekulovou hmotnost) v cyklos-
porinech zahrnuje mj. odli§enf alaninu od sarkosinu, valinu
od norvalinu a pfedev§im leucinu od isoleucinu a N-met-
hyl-valinu. Kvalitativni diikaz pfitomnosti dané aminoky-

seliny je zaloZen na charakteristické fragmentaci jejiho

imoniového iontu vybraného ze spektra pfislusného cyk-
losporinu a néasledném porovnani s fragmentaci imoniové-
ho iontu volné aminokyseliny'©. Diikaz tohoto typu plati
pro aminokyseliny MeVal, Leu, Ile, Val a Nva, nelze ho
ovsem pouzit k odliseni Ala od Sar. Jednim z davodu je
skuteCnost, ze dvojice Ala-D-Ala se béhem fragmentace
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Obr. 7. Konventni FAB spektra smési vzniklych methanolyzou cyklosporinu A. Cislo v zévorce oznaluje teoreticky podet
oligo-peptidii (resp. jejich methylesterti), které maji poZadovanou hmotnost a mohou za danych podminek vznikat. Jednozna¢né uréeni
sekvence vybraného oligo-peptidu pak plyne z pfislusného kolizniho spektra

eliminuje jako neutrdlni diketopiperazin nebo 3-methylaz-
iridinon!”, coz lze dokazat spektrem neutralnich ztrat 142
hmotnostnich jednotek. Imoniové ionty Ala maji v konven-
¢nim spektru slabou intenzitu a tudiZz s nimi nelze provést
MS/MS experiment. ProtoZe izobarické aminokyseliny Ala
a Sar se lisi v N-substituci, lze je rozlisit izotopovym
znaCenim. P¥i pouziti deuterované FAB matrice dojde k snad-
né vyméné Kkyselych vodikovych atom@ v molekule. Kon-
venéni FAB spektra poskytnou informaci o poc¢tu labilnich
atomi vodiku, kolizni spektra [M+H]* resp. [M+2H]* ionti
informace o jejich lokalizaci v Yetézci (obr. 6). Napfiiklad
z hmotnostnich rozdilt mezi ionty b62'3 a b42'3 (141,9 pro
nederivatizovany a 144,0 pro znaceny cyklosporin) lze
uréit fragment Ala-D-Ala obsahujici dva kyselé vodikové
atomy.

6. Analyza smési

Jednou z nezanedbatelnych vyhod tandemové hmot-
nostni spektrometrie je jeji schopnost fesit struktury neizo-

barickych komponent tvoficich reakéni smési. Hmotnostni
spektrometrie pak miaze organickému chemikovi slouzit
k monitorovani jeho reakci. Pfikladem je optimalizace re-
akénich podminek methanolyzy cyklosporinu A Kkataly-
zované fluoridem borit)7mlg. Cilem této prace byla jednak
priprava linedrniho seco-cyklosporinu a déle pouziti me-
thanoiyzy jako alternativni hmotnostné-spektrometrické
metodiky pro sekvenovani cyklickych peptidi, které je
v porovnani s linedrnimi peptidy daleko slozité&jsi (z da-
vodu otevirdni kruhu na vice mistech). Vliv podminek
(mol. pomér reaktantti, reakéni doba a teplota) na sloZeni
reakéni smési je znazornén na obr. 7.

K analyze smési obsahujicich izobarické peptidy je
moZno vyuZit spojeni kapalinové chromatografie s hmot-
nostni spektrometrii. Naptiklad k uréeni struktur produktt
bazické hydrolyzy cyklosporinu A byla pLouZita]9 metoda
bombardovani rychlymi atomy s plynulym pfisunem vzor-
ku (CF-FAB). Jejiurcitou nevyhodoujsou oviem omezend
prutokova rychlost mobilni fize a komplikace zptisobené
pfidavanim FAB matrice do chromatografického systému.

Vyvoj novych ionizaénich technik jako je elektrosprej
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Obr. 8. HPLC/APCI-MS chromatogramy smési metabolitt
CsA izolovanych ze psich jater. Spodni zdznam patii Casové
zavislosti celkového iontového proudu, horni zdznamy pak ion-
tovym chromatogramtim jednotlivych metabolitt

(ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
umoznil rutinné realizovat pfimé spojeni HPL.C/MS v Siro-
kém rozsahu priitokovych rychlosti mobilni faze (2 pl.min"!
az 2 mlmin’!). Vyhodou téchto systémil je také jejich
citlivost: mez detekce pro cyklosporin je hluboko pod
jednim femtomolem latky na mikrolitr mobilni faze. Akti-
vace iontll pfimo v iontovém zdroji, pracujicim za atmos-
férického tlaku, umoziiuje zméfit ,,kolizni" spektra vSech
peptidi postupné eluovanych z chromatografické kolony
a tak ziskat kompletni sekvenc¢ni informace o vSech sloz-
kéach délené smési. HPLC/ESI-MS nebo HPLC/APCI-MS
se tak vyborné€ hodi k analyze minoritnich cyklosporinti ve
fermentacCnich tekutindch nebo ke stanoveni struktur meta-
boliti CsA (obr. 8).

7. Kvantitativni hmotnostni spektrometrie

RovnéZ pfi kvantitativnim stanoveni cyklosporinti ne-
hraje hmotnostni spektrometrie podfadnou roli. Jeji vysoka
citlivost, reprodukovatelnost a rychlost byly prokazany
detekei cyklosporinu A a jeho metabolitd v krvi2". Pfi
pouziti analyzatoru z doby letu (TOF) byly ur¢eny detekéni
meze v fadu jednotek ng.ml™! celé krve jak pii ionizaci
laserem (MALDI), tak pfi ionizaci rychlymi ionty (FIB).
Selektivita a rychlost téchto technik je vyrazné vyssi nez
u dosud uzivanych imunologickych metod nebo vysoko-
¢inné kapalinové chromatografie,
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Abu Aminobutyric acid

AIDS Acquired Immune Deficiency Syndrom
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compounds belonging to a pharmaceuticallly important
group of cyclosporins. In addition to the determination of
molecular weight and elemental composition of molecule,
also the presence ofindividual amino acids may be estima-
ted. Their sequence can be derived from the daughter ion
mass spectra of the protonated molecule obtained in a tan-
dem experiment. Comparison of the characteristic frag-
mentation of immonium ions in the spectra of peptides and
free amino acids makes possible to distinguish even isoba-
ric amino acids one from another. Examples of use of the
tandem mass spectrometry in the analysis of mixtures are
presented. Coupling of high-performance liquid chromatogra-
phy and mass spectrometry utilizing fast-atom bombar-
dment, electrospray, and atmospheric pressure chemical ioni-
zation, is discussed. The quantitative analysis of cyclospo-
rins in biological samples using laser desorption or fast-ion
bombardment with time-of-flight ion analysis surpasses
immunologic assays in selectivity and fast performance.





