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ANALYSE AV NOEN UKJENTE MIDT-SPEKTRUM FORBINDELSER VED HJELP
AV ELEKTROSPRAY-MASSESPEKTROMETRI

1 INNLEDNING

Det har de siste ara, og spesielt etter Golf-krigen, blitt fokusert pé faren for at kjemiske og
biologiske vapen skal bli brukt i en konfliktsituasjon. Utviklingen innen bioteknologi har gjort
produksjon av militert signifikante mengder av toksiske forbindelser i "midt-spektrum”
(mellom de klassisk kjemiske og biologiske stridsmidler) mulig. Slike stridsmidler fremstar
derfor som en reell trussel. Pa grunn av Norges engasjement i FN-styrker og NATOs
utrykningsstyrker er det na ogsa en reell mulighet for at norske soldater kan bli utsatt for angrep
med slike vapen. Kjemisk analyse og identifikasjon av hvilke stridsmidler som er brukt mot
norske soldater er en viktig del i arbeidet med 4 beskytte soldatene og 4 bestemme hvilke
mottiltak (medisinske, beskyttelsesmessige og militzre) som skal settes inn.

NATO AC/225 (LG/7-SIBCA) arrangerte en interlaboratorietest i februar 1999, der
deltakerlandene utvetydig skulle identifisere to ukjente midt-spektrum forbindelser. Fem
arbeidsdager (ikke nedvendigvis sammenhengende) var tilgjengelig, og alle analytiske metoder
kunne brukes. Identifikasjonskriteriene for midt-spektrum forbindelser utarbeidet av NATO
AC/225 (LG/7-SIBCA) er gjengitt i appendiks A.

Mange av de potensielle midt-spektrum stridsmidlene er peptider eller proteiner. Bruk av
massespektrometri (MS) til analyse av peptider og proteiner har hatt en fantastisk ekning iden
senere tid pa grunn av utvikling av elektrospray ionisering (ESI). ESI kan produsere flerladede
ioner fra store biomolekyler og dermed gjore det mulig & analysere dem med relativt billige
massespektrometre med lite masseomréade.

Under interlaboratorietesten i februar 1999 var ESI-enheten ved Forsvarets forskningsinstitutt
(FFJ) til reparasjon i Bremen. Provene ble derfor analysert ved hjelp av ESI-MS ved
Universitetet i Tromse og ved hjelp av aminosyreanalyse og N-terminal analyse ved
Bioteknologisenteret, Universitetet i Oslo. Resultatene fra disse analysene er utgitt i en separat
rapport (1). Etter at MS instrumentet ved FFI igjen var operativt, ble pravene analysert pa nytt.
Det ble na ogsa utfert mer grundige analyser for & oppné et hoyere identifikasjonsniva i henhold
til kriteriene i appendiks A enn det som ble oppnadd ved de tidligere analysene (1). Analyse-
protokollen som ble benyttet er basert pa arbeid utfort av Defence Research Establishment
Suffield (DRES) og FFI i fellesskap (2) og bestér av falgende punkter:

Fjerning av partikler og pH-justering

Renhets- og molekylmassebestemmelse

Separasjon og fraksjonssamling dersom prova inneholder flere forbindelser
Bestemmelse av antall disulfidbroer

Enzymatisk spalting og bestemmelse av massekart

Bestemmelse av aminosyresekvenser
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2 EKSPERIMENTELT

2.1 Kjemikalier

Acetonitril, ACN, HPLC Ultra Gradient grade. J T Baker
Metanol. MeOH, Ultra Resi-analyzed, J T Baker
Saltsyre, HCI, Titrtisol 1 mol/l, Merck

Kalsiumklorid dihydrat, p a, CaCl, «2H,0, Merck
Ammoniumbikarbonat, p a, NHsHCO;, Sigma
Tris-(hydroksymetyl)-aminometan, TRIS, puriss p a, Fluka
Trifluoreddiksyre, TFA, 98 %, Merck

Jodacetamid, Sigma

DL-Dithiothreitol, DTT, Sigma

L-cystein, Sigma

Gramicidin S, Sigma

B-casein, Sigma

HPLC peptid standard mixture, SIGMA

HPLC peptid standard mixture, inneholder 0,125 mg Gly-Tyr og 0,5 mg av hver av
forbindelsene Val-Tyr-Val, methionin enkepalin, leucin enkephalin og angiotensin II pr vial.
Testlosning ble tillaget ved & lose innholdet av en ampulle i 100 ml ionebyttet destillert

vann : acetonitril (95 : 5). Dette gir 1,25 pg/ml av Gly-Tyr og 5 pg/ml av hver av forbindelsene
Val-Tyr-Val, methionin enkepalin, leucin enkephalin og angiotensin IL.

2.2 Reduktiv alkylering

Reagenser for reduktiv alkylering:

45 mM (6,96 mg/ml) dithiothreito! i NH4HCO; buffer (pH 8)
100 mM (18,5 mg/ml) jodacetamid i NHsHCO3 buffer (pH 8)
200 mM (24,2 mg/ml) L-cystein i NH4HCO; buffer (pH 8)

Reduktiv alkylering ble utfort etter folgende prosedyre:
Sjekk pH i prova og juster eventuelt til ca pH 8
Tilsett 10 pl 45 mM dithiothreitol til 100 ul av prova
Plasser p4 vannbad ved 90 °C i 10 min

Avkjel pa isbad i 5 min

Tilsett 10 pl 100 mM jodacetamid

La sta ved romtemperatur i 15 min

Tilsett 10 ul 200 mM L-cystein

La st& ved romtemperatur i 2 min

Analyser produktet vha ESI-MS

=R NI S e

Det ma benvyttes reagensrer av plast til opparbeiding av peptidprever fordi peptidene kan bindes
sterkt til glass.




23 Instrumentering

2.3.1  Vaskekromatografi

Hoytrykks vaskekromatografi (HPLC) ble benyttet for & separere forbindelsene i provene og for
4 fore provene inn i massespektrometeret. HPLC-systemet bestod av en Rheodyne 8125
injektor med 5 pl proveloop og en Waters 600MS pumpe. Kolonna som ble brukt var fused
silica (15 cm x 0,32 mm ID) pakket med Kromasil ODS (5 pm partikler) ved G&T Septech i
Oslo. Mobilfasen ble levert fra pumpa med en hastighet pa 0,25 ml/min og splittet for
injektoren. slik at hastigheten gjennom kolonna var 5 pul/min. To mobilfaser ble tillaget:

A: Filtrert ionebyttet vann : Acetonitrile (95:5) tilsatt 0,01 % TFA
B: Filtrert ionebyttet vann : Acetonitrile (5:95) tilsatt 0,01 % TFA

Separasjonen ble utfort med en mobilfasegradient fra 5 % B til 95 % B i lepet av 20 min og
deretter okning til 99 % B etter total tid 25 min (program: SIGMA_test_mix_99).

Ytelsen til kolonna ble testet daglig ved 4 injisere en testlesning med HPLC peptid standard
mixture.

2.3.2  Elektrospray-massespektrometri

Massespektrometeret som ble brukt var et Finnigan MAT95Q hybrid (BEQQ) masse-
spektrometer med Finnigan ESI II elektrospray tilkopling i positiv modus. Spenningen pa
elektrospray nala var 3,0 kV og ionene ble akselerert inn i massespektrometeret ved hjelp av ei
spenning pa 4,8 kV. Spenningene pé kapiller, tube lens, skimmer og oktapol ble optimalisert
daglig med bruk av Gramicidin S (0,01 mg/ml i MeOH:H,0 (1 :1)). Typiske verdier er: kapiller
—10V, tube lens 90 V, skimmer 1,0 V og oktapol —3,8 V. Temperaturen brukt pa elektrospray
kapillzret var 220 °C. Nitrogen 5.0 ved 5 bars trykk ble benyttet som sheat gass ved analysene.
Scanomradet var fra m/z 100 til m/z 1050 med hastighet 2 sekunder pr dekade ved bruk av lavt
masseomrade (SRANGE). Ved bestemmelse av aminosyresekvenser ble det benyttet et
scanomrade fra m/z 100 til m/z 1600 med hastighet 2 sekunder pr dekade i stort masseomrade
(LRANGE). En DEC station 5000/125 med ICL versjon 10.6 ble benyttet for a kontrollere
massespektrometeret, mens programvaren ICIS II versjon 8.03HB ble benyttet for all
databehandling.

2.3.3  Trypsinspalting

Enzymatisk spalting av peptidene ble utfart ved hjelp av immobilisert trypsin pakket i ei

2,1 mm x 30 mm kolonne (Porozyme Immobilized Trypsin Cartridge fra PerSeptive
Biosystems). Trypsinkolonna var koplet inn i et HPLC-system bestiende av en Rheodyne 7125
injektor med 20 pl preveloop, en LDC/Milton Roy Consta Metric III isokratisk pumpe, en
Merck LaChrom L-7360 kolonneovn og en Perkin Elmer 135C UV-detektor. En LDC/Milton
Roy CI-10B integrator ble benyttet for & monitorere spaltingsproduktene.
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Tre buffere ble tillaget:
A Kondisjoneringsbuffer

3.03 g TRIS ble lost i 300 ml ionebyttet vann, 0,71 g CaCl, «2HO ble tilsatt og bufferen justert
til pH 8 med 1 M HCl. Bufferen ble deretter fortynnet til 500 mi med ionebyttet vann og filtrert
gjennom 0,22 pm filter (Millipore).

B Vaskebuffer
Kondisjoneringsbufferen (A) ble tilsatt acetonitril 1:1
C Spaltingsbuffer

50 mM NH,HCO:s : Acetonitrile (95 : 5) ble filtert giennom 0,22 pm filter og pH justert om
nedvendig til pH 8 med HCl eller NaOH. 50 mM NH4HCO; ble laget ved & lose 3,95 g
NH4HCO;3 i 1 liter ionebyttet vann.

Trypsinkolonna ble kondisjonert for forste gangs bruk, og deretter hver kveld, med 20
kolonnevolum (ca 0,1 ml) vaskebuffer (500 pl/min).

Enzymatisk spalting av peptidene ble gjort ved & injisere prova ved 20-30 pl/min spaltingsbuffer
(C) og en kolonnetemperatur pa 37 °C. Minst 10 kolonnevolum spaltingsbuffer ble pumpet
gjennom kolonna fer ferste injeksjon. Forlepet av spaltningen ble fulgt ved hjelp av UV-
detektoren ved bolgelengde 210 nm.

Effektiviteten til trypsinkolonna ble sjekket ved & spaite 1 mg/ml B-casein lost i spaltingsbuffer
(C) og deretter 4 analysere produktene ved hjelp av HPLC-ESI-MS.

3 RESULTATER

3.1 Fjerning av partikler og pH-justering

Provene ble mottatt fra DRES i Canada som rene frysetorrede forbindelser. Provene var merket
DRES-MSA-001 og DRES-MSA-002. Det som var igjen av pravene etter at de tidligere
analysene var utfert (1), dvs 100-200 ug av hver, ble lest i 200 pl 50 mM NH4HCO; buffer.
Denne bufferen ble valgt fordi den er lettlaselig og kompatibel med MS-analyse og gir pH
omkring 8. Denne pH er nedvendig for at reduktiv alkylering og enzymatisk spalting ved hjelp
av trypsin skal fungere. pH ble malt til ca 8 med pH-papir i begge provene slik at pH justering
ikke var nedvendig. Det var heller ikke ngdvendig & filtrere provene for analyse.

3.2 Renhets- og molekylmassebestemmelse

Ved hjelp av HPLC-ESI-MS med gradient eluering og et vidt scannomrade pa
massespektrometeret, kan man finne ut om prevene inneholder en blanding av flere
komponenter, eller om den er relativt ren. Molekylmassen til de enkelte forbindelsene kan ogsé
bestemmes. Ved sammenligning med ulike databaser er det som oftest ikke behov for veldig
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noyaktig bestemmelse av molekylvektene. Bruk av et vidt scanomréde under relativ lav
opplosning (f eks 2-3000) er oftest tilstrekkelig (massenoyaktigheten er avhengig av hvor god
kalibreringen av instrumentet er). Dersom hoyere massengyaktighet er nedvendig, ma prova
injiseres pa nytt og scanomradet reduseres til et smalt omréade rundt den enskede massen.
Massekalibreringslosning (polypropylenglykol) ma ogsé injiseres like for eller like etter prova
og resultatet massekorrigeres. Elektrisk scan gir best neyaktighet og massenoyaktighet bedre
enn 10 ppm (10 milliondeler av teoretisk masse) kan oppnas (3).

Et HPLC-ESI-MS kromatogram av prove DRES-MSA-001 tatt opp ved opplesning 2500 og
vidt scanomrade (100-1050 u) er gitt i Figur 3.1.

CHRO: 890822-03 - 22-Sep-99 Elapse: 07:423 200
gamp' DRES MSA Sarnple 001 | 50mM NH4HCO3 art 11:16:24 784
omm: HPLC SIGMA test mix ShG SbaraSE‘raFy_g 3.0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI +VE +LMR BSCTAN (EXP) UP PRO Study: R=2500
Oper. AM Inlet:
K RIC SM7
‘ _ E+08
100] /\ 1210
|
i
50
B N P NS
e
5:00 10:00 15:00 20:00 25:00° 30:00

Figur 3.1 HPLC-ESI-MS kromatoram av forbindelsen DRES-MSA-001

Figur 3.1 viser at prove DRES-MSA-001 inneholder hovedsakelig en forbindelse. Arsaken til
den dérlige toppformen er at kolonna ble overbelastet med den hoye konsentrasjonen. Dette har
imidlertid ingen betydning for beregning av molekylmasse. Massespekteret av forbindelsen i
Figur 3.1 er vist i Figur 3.2.
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SPEC: 990922-03 Sep -99 Elapse 12:06.0 308
Samp: DRES M5A Sample 0011 50mM NH4H 11:16:24 784
Comm: HPLC SIGMA test_mix ShG Sbar# F{.vre'z__y30kV#CT220#LPF(OF
Mode: c5| VE +LMR BSTAN (EXP) UP P Study: R=2500
Oper:  AM Inlet:
Accu: 303 315 Smth: 3
46. E+ 07
100 ’ 6?90 ° sfaa
. 498.37
80~ |
60~ |
| 2
40- j
1
| :
20- F
; 492, 72 ] :
| 13611 479, 61 12 12 1608.47 j 1
Lo 250.13 373.94 L 63 27 90944 99672 |
I I Anndehs bl ‘ |
200 600 1000

Figur 3.2 ESI spektrum av forbindelsen DRES-MSA-001

Ved 4 ekspandere omradet rundt ionene, ble monoisotopisk molekylmasse beregnet manuelt til
1491,97 u ved hjelp av metoden beskrevet i (3). Det er ogsa mulig & benytte ICIS Il
programmet "BIOMASS Calculation”. Ved hjelp av dette programmet, ble molekylmassen
bestemt til (1492,4 + 0.7) u som vist i Figur 3.3. FF1 og DRES har utviklet en sgkbar database
med midtspektrum forbindelser der molekylmasse (monoisotopisk og midlere), CAS nummer,
molekylformel og aminosyresekvens er registrert (4). Ved & sammenlikne med denne
databasen, ble forbindelsen forelepig identifisert som a-conotoxin MI med teoretisk
monoisotopisk molekylmasse 1492,558 u. Den mélte molekylmassen samsvarer godt med den
teoretiske, spesielt siden mélingene var gjort under relativt lav opplesning og uten
massekorrigering. Siden det ikke er utfart massekorrigering, er det tilfeldig at BIOMASS
Calculation gir bedre samsvar en manuell beregning.
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SPEC: 990922-03 22-Sep-99 Elapse: 12:17.5 325
Com1: BIOMASS: 1492.4,0.7 Start : 11:16:24 784
Mode: ESI +VE +LMR BSCAN (EXP) UP PROF Study : R=2500
Base: 747.4 Inten : 4299583 Masses: 100 > 1050
Norm: 746.9 RIC : 112699191 #peaks: 989
Peak: 200.00 mmu
Accu: 300 > 320 Smth : 3
+2 £
746.90 + 07
100 T 4.99
! +3
80— 498.67 !
: i H
i |
60—
‘ : %x
; i i
| i !
40 - |

; i
| f‘x |1
|

| 1), foo
:. .LJ._.JN.J_«_:.' } el e adh S VA .a_.r)L.’L L WY LML I.L.LA "~ E

T

450 500 550 600 650 700 750

Figur 3.3 ESI spektrum av forbindelsen DRES-MSA-001 etter i ha benyttet BIOMASS
Calculation programmet

HPLC-ESI-MS kromatogrammet av preve DRES-MSA-002 er vist i Figur 3.4 og
massespektrum av forbindelsen i Figur 3.5. P4 samme mate som ovenfor, ble monoisotopisk
molekylmasse beregnet til 2025,22 u manuelt og (2026,0 + 0,4) u ved hjelp av BIOMASS
Calculation. Den forbindelsen i databasen som samsvarer best med dette er apamin med
teoretisk monoisotopisk molekylmasse 2025,887.
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CHR(O:990921-04 21-Sep-99 Eiap= 07:40.8 200
gam : DAES M8A Sample 002 15 SomM M NHHEO3 arl- 12:24:08 783
omm: HPLC SIG) A IESI mix ShG 5 ar“Sﬁ y 3.0k WCT:EO#LPROF
Mode: ESI+VE +LM SCAN (ExP)I U ut:15.r R=2500
Oper: AMO inle
RIC SM7
. E+07
100~ - ~9.688
¥ i
: s
i :
! N ;
501 . |
2 N
i 1
i i
| -
]
|
i \
L’—_\/_ANVJ \A“\/ W
5:00 10:00 15:00 20:00 25:00 30:00
Figur 3.4 HPLC-ESI-MS kromatoram av forbindelsen DRES-MSA-002
SPEC: 280921-04 21 Sep-99 Elapse: 08:04.1 308
Samp: DAES MSA Sarmple 002 | 50mM NHd Start : 12:24:08 783
Comm: HPLC SIGMA test mix ShG Sbar# ra 3 Okvnr“T220#LPROF
Mode: ES! +VE +LMR BSCAN (EXP) UP P Fy Study:  R=2500
Oper:  AMO y
Accu: 195> 210 Smith . 3
[ |
676.74 E+ 07
100 [3.35
80
60
507.51')9
1014.11
40+ i
20+
496,38 [517.70 ﬁag 14
. 43, 726.84 936 61
152,11 , 227.13 375.,92‘4 J 54345 “\\25 aqtas '
200 400 600 800 1000

Figur 3.5 ESI spektrum av forbindelsen DRES-MSA-002

3.3 Separasjon og fraksjonssamling

Dersom HPLC-ESI-MS kromatogrammet viser at en prgve inneholder mange forbindelser,
anbefales det at disse separeres og fraksjonssamles for videre analyser. Kromatogrammene av
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DRES-MSA-001 og DRES-MSA-002 viser at pravene hovedsakelig inneholdt en komponent.
Fraksjonssamling var derfor ikke nedvendig.

3.4 Bestemmelse av antall disulfidbroer

Dersom et peptid inneholder aminosyren cystein. kan det dannes en disulfidbro til cystein i
samme peptid eller i et annet peptidmolekyl. Det kan derfor dannes bade intramolekyl@re og
intermolekylazre disulfidbroer. Disse broene er en viktig faktor for & definere den romlige
strukturen av peptidet, men kan hindre den enzymatiske spaltningen og mé derfor brytes. Dette
kan gjeres ved sakalt reduktiv alkylering som vist i Figur 3.6. Prosedyren er beskrevet i
kapittel 2.2. Molekylmassen til peptidet vil oke med 116,1 u for hver disulfidbro. dvs 58,05 u
for hver cystein. Ved & bestemme massen for og etter reduktiv alkylering, kan derfor antall
broer bestemmes.

oH o HaN

S
s—$ H SH 1S S\)J\Nl-h j]/\
\/k(\s" lCl-lzJLNH, : ¢

—_—— —_—_—— 0O

ithi i Jodacetanmid <
S—S Dithiothereitol SH 1S NH,

o
2]
o}

ICY l»_vJLNl b _—
Cystein HaN OH

Figur 3.6 Skjematisk framstilling av reduktiv alkylering

Figur 3.7 viser ESI spektrum av prova DRES-MSA-001 etter reduktiv alkylering. Manuell
beregning gir ni en molekylmasse pa 1723,76 u. Differansen er 231,8 u som tilsvarer to
disulfidbroer. Dette stemmer med sekvensen til a-conotoxin MI som inneholder fire cystein og
to disulfidbroer.

Tilsvarende, er molekylmassen for DRES-MSA-002 etter reduktiv alkylering beregnet til
2256,92 u (Figur 3.8). Dette er 231,7 u hoyere enn for alkylering, noe som tyder pa to
disulfidbroer. Dette stemmer ogsa overens med sekvensen for apamin som inneholder fire
cystein.
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SPEC: 990922-05 22-Sep-99 Elapse 09:02.8 226
Samp: Reduktlvt al Xler\ DRES MSA 001 i 50mM Start : 14:43:29 784
Comm: HPLC SIGMA test_mix ShG Sbar# F{)ra’__ys 0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI +VE +LMR BSTAN (EXP) UP P Stu y : R=2500
Oper: AMO Inlet:
Accu: 215> 235 Smth: 3
576.005 863.289 E+07
100- ! C7.70
80... B
; 1
60- :
40~ ‘
’ |
: i i
20 ; i
{
[l
t 526.695 |[592.957 788,904 !
1136. 123 322.084 i 650.054 l 871.191
! L — et L o Aot o I IL_LL e . j
200 400 600 800 1000

Figur 3.7 ESI spektrum av reduktivt alkylert DRES-MSA-001

SPEC: 900621-07 21 -Sep-99  Elapse: 09:47.6 338
Samp: Flet:luhhut alh{-IPrt DARES MSA Sam Start : 14:43:03 784
Comm: H test_mix ShG 5bar: S raFy30kV#CT220#LPROF
lgode ESt +VE +LMR BSCAN (EXP) UP PRO dy: R=2500
er: y
Agcu 235 > 255 Smth : 3
[ |
9 753.614 . _E+ o7
OO-] 7.35
80 565.506
60
40+
20
452,616 662.400! 812.855
912.330
ol T Il dad il : o AL. J l L %3 Lr

200 400 600 800 1000

Figur 3.8 ESI spektrum av reduktivt alkylert DRES-MSA-002

3.5 Enzymatisk spalting og bestemmelse av massekart

Etterhvert som storrelsen pa peptidene eker, vil det bli vanskeligere & bestemme
aminosyresekvensen ved hjelp av massespektrometri. Det er derfor vanlig & spalte peptidene i
mindre deler ved hjelp av enzymer. Et mye brukt spaltingsenzym er trypsin som spalter
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peptider selektivt p4 C-siden av aminosyrene arginin (R) og lysin (K). Ved & bestemme

molekylmassene til de enkelte spaltingsproduktene. kan det lages et sakalt massekart som kan

brukes til 4 soke i kommersielle protein/peptid databaser.

De reduktivt alkylerte provene ble enzymatisk spaltet ved & pumpe dem gjennom ei kolonne
med immobilisert trypsin som beskrevet i kapittel 2.3.3. Eluatet fra trypsinkolonna ble samlet i

fraksjoner pa ca 4 min ved vaskehastighet 20 pl/min. Forlepet ble monitorert med en UVv-

detektor ved 210 nm og den mest konsentrerte fraksjonen injisert pa HPLC-ESI-MS. Totalion-
kromatogrammet (RIC) av en fraksjon fra prove DRES-MSA-001 er vist i Figur 3.9. Minst to

forbindelser kan observeres i kromatogrammet. ESI-massespektra fra toppene ved ca 5 min og
8.5 min er vist i henholdsvis Figur 3.10 og Figur 3.11. Det er her benyttet en masseopplesning

pa R=1200.
CHRO: 890928-03 ) ! 28-Sep-99 Elapse: 02:33.7 6
Samp: DRES MSA 001 trypsin lraksh21-25m|n tart: 09;27:10 784
Somm: HPLG SIGMA test mix 99 S GSbar#Sooray 3.0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI+VE +LMR BSCTAN (EXP) UP PROF Study: R=1200
Oper: AMO Inlet:
RIC SM3
_ E+07
100 2,683
50+
i
F\// \ el
5!00 10:00 15:00 20:00 25:00 30:00

Figur 3.9 Totalionkromatogram fra en fraksjon (21-25 min) etter trypsinspalting av
reduktivt alkylert prove DRES-MSA-001
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SPEC: 990928-03 28-Sep-99 Elapse 05:11.4 132
Samp: DRES MSA 001 trypsin rmkSJ 21-25m Start : 09:27:10 784
Comm: HPLC SIGMA tesi _mix 89 ShG Shar#‘.i‘r_yray 3. 0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI+VE +LMA BSCAN (EXP) UP PR Study : R=1200
Oper: AMO Inlet:
Accu: 125> 135 Smth : 3
100~ 495.03 42 +1 988.99 _E+06
i 6.35
80~
60~ :
+1 5
40~ !
542,01 ‘
20~ : |
269.16  335.14 §64.03 829.23
129 i
2820 Wbl o o Ll esets g0 | RS0 s
200 400 600 800 1000

Figur 3.10  ESI-massespektrum fra toppen ved ca 3 min fra kromatogrammet i Figur 3.9
(+1 angir enkeltladet og +2 dobbeltladet ion)

SPEC: 9930928-03 28-5ep-99 Elapse 08:37.8 66
Samp: DHES MSA 001 trypsin T!aks 21-25m 09:27:10 784
Comm: HPLC SIGMA tesf_mix 93 S 1G Sbam.‘:Emy kR OWHCTEEG#LPHOF
godez ESI +VE +LMR BSTAN (EXP) UP PR St Study =1200

er: nlet
Agcu 215 > 225 Smth . 3

f 1
E+ 05
100- 494.98 ) ;68
80+
421.|03
60+
269.08 aga 29
| 840.99
40 '
232.13
160,10 !
I
las2.13 |
] . .'|| ,l 1
\
800 1000

Figur 3.11  ESI-massespektrum fra toppen ved ca 8,5 min fra kromatogrammet i Figur 3.9

Figur 3.10 viser at toppen ved 5 min inneholder minst to forbindelser med kvasimolekylion
([MH]") henholdsvis 542 u og 989 u. Dette gir molekylmasser pa henholdsvis 541 u og 988 u.
Spekteret i Figur 3.11 viser si mange ioner at det er vanskelig & tolke umiddelbart. Man kan
imidlertid ta utgangspunkt i at forbindelsen i DRES-MSA-001 allerede er forelopig identifisert
som a-conotoxin MI (med sekvens GRCCHPACGKNYSC-NH,). Denne vil teoretisk kunne gi
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trypsinfragmentene vist i Tabell 3.1. ICIS II programmet PEPM er benyttet til 4 beregne de
teoretiske massene. Siden peptidet er reduktivt alkylert, ma det legges til 57,04 u for hver
cystein (C) i produktet i forhold til den teoretiske verdien. Dette er vist i de to siste kolonnene.

Produkt nr Sekvens | Molekylmasse | Molekylmasse N Molekylmasse
i (monotisot) alkylert | alkylert. dohb?h-
MH" MH" ladet (M+2H)™
(m/z) (m/z) (m/z)
T1 |GR | 232,14 |
T2 CCHPACGK §18.31 089.4 495.2
T3 INYSC 485.18 5422 | 271.6
T1+T2 | GRCCHPACGK 1031,43 1202.5 601.8
T2+T3 CCHPACGK NYSC | 128447 | 1512.6 756.8

Tabell 3.1  Teoretiske produkter fra trypsinspalting av prove DRES-MSA-001 og ved hvilke
masser de vil observeres i massespekteret

Ved 4 plotte massekromatogram for disse produktene kan vi siekke om de er til stede i prova.
Noen massekromatogram er vist i Figur 3.12. Denne figuren viser at trypsinfragmentene T2,T3
og T2+T3 kan observeres i prova. Dette bekrefter identiteten av a-conotoxin Ml i preva og
"confirmed” identifikasjon er oppnadd i henhold til identifikasjonskriteriene (appendiks A).

ano éggogza-ogaA o1 iypsin ks 2125 28-Sep-09 Elapse: 02: 335)
amp: ) aks
ommHPLG Si tes 3 ArAShray 3.0KVACT22 #LPH F
o HE SV MR BSCAR EXP*U PPROE Y '§ 3 W2
per: AMO
J m/z:542.2 SM3
100 A T3 "3!51%%6
W
/' o L) D4 v )’
miz:756.8 SM3
100/ | T2+T3 157
50 N ’
n oA B oo Ay bon a5 B N TR IS G S NI
m/z:989.4 SM 3
100 i T2 "353%6
" J\
RIC SM3
.  E+07
100 2,683
50 o ,
5:00 10:00 15:00 20:00 25100 30:00

Figur 3.12  Noen massekromatogram fra en fraksjon (21-25 min) etter trypsinspalting av
reduktivt alkylert prove DRES-MSA-001
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P4 samme mate som ovenfor, ble det foretatt trypsinspalting av reduktivt alkylert prove DRES-
MSA-002. Totalionkromatogrammet av en fraksjon fra denne prova er vist i Figur 3.13. Her
kan to topper observeres, der hver topp sannsynligvis bestar av flere komponenter. ESI-
massespektra fra toppene ved ca 5 min og 13 min er vist i henholdsvis Figur 3.14 og Figur 3.15
(masseopplesning R=1200).

HRO: 990928-05 3 . . 28-Sep-99 Elapse: 02:39.8 68
amp: DRES MSA 002 tr{psm fra A 1-27min h:  11:29:54 784
omm: HPLC SIGMA_test mix 99 bar#%)ray 3.0kVE#CT2204LPRO
ode: ESI+VE +LMR BSTAN (EXP) UP PROF Study: R=1200
per: AMO Inlet:
_RIC SM5
yl ¥ __E+07
100] M ‘: 1.603
; ; ;
i P
| o !
Il \‘ N
A | l‘\ l
501 i by ;
1t P4 !
| . |
; | i
ARF |
’-v i | |
\ A ! ; :
PN A ) M
! N -
R R PN
> ]
5:00 10:00 15:00 20:00 25.00 30:00

Figur 3.13  Totalionkromatogram fra en fraksjon (21-27 min) etter rypsinspalting av
reduktivt alkylert prove DRES-MSA-002

SPEC: 990928-05 28-Sep-99 Elapse: 05:356 135
Samp: DRES MSA 002 trypsin fraks| 21-27min art : 11:29:54 784
Comm: HPLC SIGMA test mix 99 ShG SbargSpray 3.0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI+VE +LMR BSCAN (EXP) UP PRO! Study : R=1200
Oper: AMO Inlet :
Accu: 102> 145 Smth : 3
T 571.10 I E+ 06
. E+
100-1 +1 a.19
80
60
6?1,18
| 727%?
|
' 760.89
' \51.4,5: | \ 805.70 962.79
\ ] B896.59
JME.'IAL-J. LT N [ P "jj". N
200 400 600 800 1000

Figur 3.14  ESI-massespektrum fra toppen ved ca 5 min fra kromatogrammet i Figur 3.13
(+1 angir enkeltladet ion)
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SPEC: 990928-05 28-Sep-99 Elapse: 13:25.5 3N
Samp: DRES MSA 002 trypsin fraksj 21-27min Start : 11:29:54 784
Comm: HPLC SIGMA tes! mix 99 ShG 5barﬂ?__pray 3.0kV#CT220#LPROF
Mode: ESI+VE +LMA BSCAN (EXP) UP PRO Study: R=1200
Oper: AMO Inlet :
Accu: 330> 350 Smth : 3
- 49463 +2 E+ 07
100 1.32
+1
80~
i 987.99
60~
40~ .
20 | |
! i i
; 459.64. §90.16  690.93 820.13 | i
| . 406.08 i |
| i .14 v ,2&13 ‘06;}- .lfﬂ&ﬁ 41] ‘ N ful | i{\‘ .. ’
200 400 600 800 1000

Figur 3.15  ESI-massespektrum fra toppen ved ca 13 min fira kromatogrammet i Figur 3.13
(+1 angir enkeltladet og +2 dobbeltladet ion)

Et produkt med molekylmasse 987 u (kvasimolekylion 988 u) er tydelig i Figur 3.15 og blant
annet et produkt med molekylmasse 570 u (kvasimolekylion 571 u) i Figur 3.14. Ved ata
utgangspunkt i at forbindelsen allerede er forelopig identifisert som apamin med sekvens
CNCKAPETALCARRCQQH-NH,, kan teoretiske spaltingsprodukter beregnes (Tabell 3.2).

Produkt nr Sekvens Molekylmasse | Molekylmasse Molekylmasse
(monoisot) alkylert alkylert, dobbelt-
MH' MH" ladet (M+2H)**
(m/z) (m/z) (m/z)
Tl CNCK 467,17 581.2 291,1
T2 APETALCAR 931,47 988.5 494.7
T3 R 175,12
T4 CQQH 514,22 571,2 286.1
T1+T2 CNCKAPETALCAR 1379,62 1550,6 775.8
T2+T3 APETALCARR 1087,57 1144.6 572.8
T3+T4 RCQQH 670,32 727,3 364,1

Tabell 3.2  Teoretiske produkter fra trypsinspalting av prove DRES-MSA-002 og ved hvilke
masser de vil observeres i massespekteret

Ved 4 plotte massekromatogram for disse produktene kan vi sjekke om de er til stede i prova.
Noen massekromatogram er vist i Figur 3.16. Kromatogrammene viser at trypsinfragmentene
T1, T2, T3, T4, T1+T2 (ikke vist) og T3+T4 kan observeres i prova. Dette bekrefter identiteten
av apamin i preva og “confirmed” identifikasjon er oppnédd i henhold til identifikasjons-
kriteriene (appendiks A).
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CHRO: 990928-05 2 28-Sep-99 Elapse: 05:08.1 133
Samp: DRES MSA 002 lrypsm fraksr! 21-27min tart : 11:29:54 784
Comm:HPLC SIGMA _test mix 99 ShG 5bar#8£ray 3.0kV#CT2204LPROF
Mode: ESI +VE +LMA BSCTAN (EXP) UP PRO Study : R=1200
Oper: AMO Inlet:
m/z:175.1 T3 SM5
100- 0o, - 405
50- : N 1.314
; A A e
| m/z:571.2 T4 SM5
1004 3 - Es+06
ol i 72.825
mizise12 SMs
; I - _E+05
100 r3.d41
sol D e
m/z:727.3 SMS5
! CT3+T4 E+05
100° i I's.124
m/z:988.4 SM5
100+ N V) E+06
| 2.122
50 [J\’\ (
RIC SM5
100 . 'aN r1%08
501 A e e L - i
5:00 10:00 15:00 20:00 25:00

Figur 3.16  Noen massekromatogram fra en fraksjon (21-27 min) etter trypsinspalting av
reduktivt alkylert prove DRES-MSA-002

3.6 Bestemmelse av aminosyresekvens

For & oppna utvetydig identifikasjon i henhold til NATOs identifikasjonskriterier (appendiks A),
kreves blant annet at aminosyresekvensen stemmer overens med en autentisk referansestandard.
Sekvensdata for prove og standard ma dessuten vare samlet inn under identiske eksperimentelle
betingelser. Aminosyresekvenser av trypsinfragmentene kan blant annet bestemmes ved hjelp
av elektrospray massespektrometri ved sakalt kollisjonsindusert fragmentering (CID). P4 vart
massespektrometer skjer dette inne i elektrospray ionekilden (skimmer CID eller in-source CID)
ved & ke spenningene pa kapiller og tube lens. Ved hjclp av denne teknikken kan man fa
sekvensinformasjon fra de fleste fragmentene som dannes ved trypsinspalting. 1 denne
rapporten er det vist noen eksempler pa sekvensering av peptidfragmentene som framkom ved
trypsinspalting av de reduktivt alkylerte prgvene.

De samme fraksjonene fra trypsinkolonna som ble analysert for & bestemme massekart
(kapittel 3.5), ble injisert under ESI-betingelser som fremmer fragmentering. En relativt lav
masseopplesning ble brukt (R=1200). CID massespekteret av trypsinproduktet T2 fra prove
DRES-MSA-001 er vist i Figur 3.17. Massene ligger ca 0,5 u over teoretisk verdi fordi det ble
benyttet et vidt masseomradde (LRANGE) fra 100 til 1600 u. Massekalibreringen i dette
omradet var noe dérligere enn i det lave omradet (SRANGE).
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SPEC. 99]008-06 08-Oct-99  Elapse:  0605.5 50
Samp: DRES MSA 001 fraksj 21-25min Start 12:57:48 670
Comm: HPLC-sgma-mix, 5 ulmin S Sbar p r}’s 0k VH#CT2204L PROFFLRANG
Mode: ESI +VE +APICID HMR BSCAN (EXP ) UP PROF Study: CIDS0
T AMO In| :
Accu: 120> 135
[ | |
[MH]"* 989.89 E+ 07
100 [1.20
542.56

60 -

" o
404 14733y, 53265
204.36

vy 49543

Sl?i.‘.-i

23219 36436y,
20 - | 435,57 Y Y
| 668,70 829.82
' 786.14 h
77
. dig ) 7emn] s
200 400 500 800 1000

Figur 3.17  CID massespektrum av trypsinproduktet T2 fra reduktivt alkylert prave DRES-
MSA-001 (fraksjon 21-25 min). Intensiteten til massene opp til 950 u er forstorret
fire ganger. Spenningene pa kapilleer og tube lens er okt med 50 V i forhold til
utgangsverdiene

Figur 3.17 viser at alle y”-serie ionene (y;” til y,”) fra T2 ble observert i CID massespekteret.
y”-serie ioner framkommer ved suksessiv avspalting av en og en aminosyre fra N-terminalen,
mens ladningen blir sittende pa den resterende delen. Ved 3 se p4 avstanden mellom y”-ionene,
ble sekvensen til T2 (CCHPACGK) verifisert. Siden prova var reduktivt alkylert, ma det legges
til 57,04 u for hver cystein (C) i forhold til den teoretiske verdien.

Trypsinfragmentene T2 og T3 fra prave DRES-MSA-001 har tilnzrmet samme retensjonstid pa
HPLC (Figur 3.12). CID ionene fra fragmentet T3 overlapper derfor med ionene fra T2. CID
ionene fra T3 er vist i Figur 3.18. Denne figuren viser det samme massespekteret som i Figur
3.17, bortsett fra at kun masseomrédet fra 100 u til 550 u er vist. Figur 3.18 viser at
sekvensionene y,” og y,” kan observeres sammen med ionene b; og b,. b-serie sekvensioner
framkommer ved suksessiv avspalting av en og en aminosyre fra C-terminalen, mens ladningen
blir sittende pa den resterende delen. Selv om ikke alle sekvensionene i en serie ble observert
for T3, bekrefter allikevel de observerte ionene den antatte sekvensen (NYSO).
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SPEC: 991008- 08-Oct-99 Elﬂpﬂ! 06.05.5 50
Samp: DRES MSAOOl fraksj 21-25mm 12:57:48 670
Comm: HP, V!:Bm -mix. 5 ulmm ShG Shu#hfraﬂg }.Ok\a'ﬂt"l“_'zfjﬂLPROI-Hl RAN
Mode:  ESI+ ICID HMR BSCAN (EXP) UP PROF Study: CIDS
Oper: AMO Inket™
Accu: 120> 135
[
[MH]' 542.56
lOOW
80
60
¥ 53265
40 26 250 ?-lﬂ ¥y b
26 |
Iy b: 26534 38547
133,22 278 JT 495 58
36451 435.57
204
298.34 42
421 l
i "

100

206 300

I_E+ 06
2.48

Figur 3.18  CID massespekirum av trypsinproduktet T3 fra reduktivt alkylert prave DRES-
MSA-001 (fraksjon 21-25 min). Spenningene pa kapillcer og tube lens er okt med

50 Vi forhold til utgangsverdiene

P4 samme mate som ovenfor, ble CID massespektra av trypsinfragmentene fra preve DRES-
MSA-002 tatt opp. Ogsa her ligger massene ca 0,5 u over teoretisk verdi. Figur 3.19 viser CID
massespekteret av trypsinproduktet T2 fra prave DRES-MSA-002.

SPEC: 991008-07 08-Oct-99  Elapse: 14208 50
Samp: DRES MSA 002 fraks) 21-27min tart : 13 40:57 671
Comm: HPLC-sigma-mix, 5 ullmin ShG Shar#Spr LF? 3. OkV#CI' 220#LPROFALRANG
Mode: ESI VE TAPICID HMR BSCAN (EXP Study CID 50
Oper:  AMO Inlet™
Accu:  310>320
! (M H]'sLss.99 VEr 06
100 r
111
80
Y7
601 Vs 820.87
691.91 :
Y
Yy ¥: 459 119 017 93
40 175.34 24638 Ya Vs
40648 | y, 590.70
27.13 I 519,64
158.14 U 3835 |
20 ! | 3953 704.57
! 501,72 |l 802.86
|
] 1§
J.'.|.| Jf ) MUY 14 U L) A | L LA ",
200 400 00 800 1000
Figur 3.19  CID massespektrum av trypsinproduktet T2 fra reduktivt alkylert prove DRES-

MSA-002 (fraksjon 21-27 min). Intensiteten til massene opp til 950 u er forstorret
to ganger. Spenningene pé kapilleer og tube lens er okt med 50 V i forhold til

utgangsverdiene
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Figur 3.19 viser at alle y”-serie ionene (ys” til y,”) fra T2 ble observert i CID massespekteret.
Ved 4 se pa avstanden mellom y”-ionene, ble sekvensen til T2 (APETALCAR) verifisert. Siden
prova var reduktivt alkylert, ma det ogsé her legges til 57.04 u for hver cystein (C) i forhold til
den teoretiske verdien.

Som det gar fram av de foregdende figurene, er det ikke alltid de mest intense ionene i
massespekteret som gir en serie sekvensioner. Det kan derfor vaere vanskelig & bestemme
amionsyresekvensen til en helt ukjent forbindelse ved hjelp av ESI-MS. Teknikken er imidlertid
meget nyttig for & bekrefte en mulig sekvens som er antatt pa bakgrunn av andre malinger
(molekylmasse. antall disulfidbroer, etc).

4 KONKLUSJON

Ved hjelp av HPLC-ESI-MS og analyseprotokollen som er utarbeidet av FF1 i samarbeid med
DRES i Canada, ble to ukjente peptider identifisert. Protokollen viste seg & fungere godt for
disse provene som bestod av rene stoffer. Det vil vaere onskelig 4 teste ut protokollen ogsa for
prover som inneholder en blanding av flere peptider og for mer forurensede miljeprover. Et
arbeid er allerede utfort for 4 utvikle en metode for opparbeidelse av vannprever basert pé fast-
fase ekstraksjon (5).

Fire dager ble brukt til analysene. Ved & sammenholde resultatene med NATOs
identifikasjonskriterier (appendiks A), ble “confirmed” identifikasjon oppnadd. Ved at
aminosyresekvensene for provene ble bestemt, var vi ogsa pé god vei mot utvetydig
("unambiguous™) identifikasjon. Det som manglet for & né dette malet, var at autentiske
referanseforbindelser métte vert analysert under identiske analysebetingelser og gitt
sammenfallende resultater. Grunnen til at dette ikke ble utfort, var mangel pa
referanseforbindelser. De kromatografiske analysene matte ogsé vert utfert med to ulike
analysebetingelser og gitt sammenfallende resultater.



APPENDIKS

A IDENTIFIKASJONSKRITERIER FOR MIDT-SPEKTRUM FORBINDELSER

8.5.3 Identification Criteria for Mid-Spectrum Agents

8.5.3.1 Three levels of identification have been defined as follows to indicate the
increasing level of certainty associated with each.

8.5.3.2 PROVISIONAL IDENTIFICATION: A mid-spectrum agent may be
considered provisionally identified when one of the following criteria has been met:

I The chromatographic retention data acquired for the mid-spectrum agent under
two different experimental conditions matches that of known mid-spectrum data;
or

11 The molecular mass of the mid-spectrum agent, determined by MS, matches that

of known mid-spectrum agent data; or
I A specific immunological assay registers a positive response.

8.5.3.3 CONFIRMED IDENTIFICATION: The identification of a mid-spectrum
agent is confirmed when any two of the three criteria for provisional identification have been
met or:

[ In the case of proteinaceous mid-spectrum agents, the molecular mass and
corresponding mass map of the enzymatic digestion products (with a minimum
of three products) matches that of known mid-spectrum agent data.

8.5.3.4 UNAMBIGUOUS IDENTIFICATION: Unambiguous identification provides
the highest level of certainty required for the development of strategic and political positions.
The identification of a mid-spectrum agent is unambiguous when the following conditions have
been met:

For non-proteinaceous mid-spectrum agents:

I The chromatographic retention data acquired for the mid-spectrum agent and
spectra acquired using two different spectrometric techniques (MS, NMR or IR)
match that for an authentic reference standard acquired under identical
experimental conditions. If the molecular ion is not present in the mass spectrum,
techniques such as chemical ionisation or electrospray mass spectrometry must
be carried out to confirm the molecular mass.
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For proteinaceous mid-spectrum agents:

I

I1

The chromatographic retention data acquired for the mid-spectrum agent under
two different experimental conditions matches that of an authentic reference
standard acquired under identical experimental conditions or a specific
immunological assay registers a positive response; and

The molecular mass and corresponding mass map of the enzymatic digestion
products (with a minimum of three products) matches that for an authentic
reference standard acquired under identical experimental conditions; and

Sequence data for the mid-spectrum agent matches that for an authentic reference
standard acquired under identical experimental conditions.
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