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개요
단백질의 구조와 기능을 이해하려면 아미노산 서열을 정확하게 결정하는 것이 중요합니다. 
그러나 류신(Leu)과 이소류신(Ile)을 구별하기란 쉽지 않습니다. 이 두 가지는 위치 
이성질체로, 기존의 충돌 기반 조각화 기술로는 구별할 수 없기 때문입니다. 전자 기반 
조각화는 Leu/Ile과 아스파트산(Asp) 및 이소아스파트산(isoAsp)과 같은 다른 isobaric을  
구별할 수 있는 side chain 조각을 생성하여 최적의 솔루션을 제공합니다. 이 응용 
자료에서는 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF에 장착된 ExD 셀을 사용한 전자 
포획 해리(ECD)로 펩타이드 및 원형(intact) 단백질에서 isobaric 잔기를 식별하는 방법을 
보여줍니다. Agilent ExDViewer 소프트웨어를 사용하면 Q-TOF 데이터 세트의 side chain 
조각을 직관적으로 분석하여 isobaric 아미노산을 더 확실하게 구별할 수 있습니다.

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF  
시스템에서 전자 포획 해리(ECD)를 
이용한 아미노산 이성질체 식별
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소개
인간 프로테옴의 약 6분의 1은 isobaric 아미노산인 Leu 또는 
Ile로 구성되어 있습니다.1 이들 아미노산과 관련된 서열 변이는 
단백질의 구조와 기능에 상당한 영향을 미칠 수 있습니다. 예를 
들어, 항체의 상보적 결정 영역 내에서 Ile과 Leu 사이의 변이는 
표적 결합 강도에 영향을 미칩니다.2 또한, Asp가 isoAsp로 
자발적으로 이성질화되는 현상은 단백질 노화 및 다양한 질병과 
관련이 있습니다.3–5 따라서 단백질 기능과 질병 메커니즘을 
이해하기 위해 isobaric 아미노산을 정확하게 식별하여 단백질 
서열 분석의 모호성을 줄이는 것이 중요합니다.

애질런트의 혁신적인 전자 해리 솔루션인 ExD 셀은 충돌 유도 
해리(CID)만을 사용하는 경우에 비해 단백질 서열에 대한 더욱 
포괄적이고 보완적인 특성 분석을 가능하게 합니다. 라디칼  
z-이온은 아미노산 side chain의 2차 조각화를 겪으면서 w-이온을 
생성하는데, 이를 이용해 Leu와 Ile을 구별할 수 있습니다.1,6 
Asp에서 isoAsp로의 이성질화는 카르복실기 그룹의 이동을 
일으키며, 이는 예상되는 c 및 z-이온에서 57Da의 변화로 감지될 
수 있습니다.4–6

이 응용 자료에서는 Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF에  
장착된 ExD 셀을 사용한 전자 포획 해리(ECD)로 펩타이드 및 
단백질을 빠르고 효율적으로 조각화하는 방법을 설명합니다. 
합성 펩타이드와 원형(intact) 유비퀴틴을 사용하여 MS/MS 
스펙트럼에서  isobaric 아미노산을 식별했습니다. Isobaric 잔기를  
식별할 수 있는 무료 도구는 거의 없지만, ExDViewer를 사용하면 
펩타이드와 단백질 스펙트럼에서 side chain 조각을 간단하고 
쉽게 해석할 수 있습니다.7 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF의 
감도와 조각화 기능, ExDViewer를 사용한 분석을 결합함으로써, 
isobaric 아미노산을 식별하는 것을 포함한 단백질 서열의 
포괄적인 특성화를 위한 효과적인 솔 루션을 제공합니다.

실험
화학 및 표준물질

 – Melittin/tune mix tuning standard formic acid, 99.0+%, 
Optima LC/MS grade(제품 번호 A-117-50), Fisher Chemical

 – 아세토니트릴, LCMS grade, 99.9%+, OmniSolv(제품 번호 
AX0156-6), Supelco

 – REALLYisoD 합성 펩타이드(제품 번호 4144889), Bachem

 – Bovine ubiquitin (제품 번호 U6253), Sigma

 – Agilent Tuning Mix (G1969-85000)

시료 전처리
동결 건조된 시료를 분석 전 -20 °C에서 보관했습니다. 분석 전, 
15% 아세토니트릴과 0.01% 포름산으로 시료를 재용해했습니다. 
시료의 최종 농도는 REALLYisoD 펩타이드의 경우 1µM이고 
유비퀴틴의 경우 10µM이었습니다. 

기기
–– �Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF

–– �Agilent ExD 셀(G1997AA)

소프트웨어
 – Agilent ExDControl 소프트웨어 버전, v 3.6

 – LC/TOF 및 LC/Q-TOF용 Agilent MassHunter Acquisition 
소프트웨어, 버전 11.0

–– �Agilent ExDViewer 소프트웨어, v 4.5.14

https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/6545xt-advancebio-lc-q-tof
https://www.agilent.com/ko-kr/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/quadrupole-time-of-flight-lc-ms/exd-cell-for-lc-q-tof
https://exdviewer.agilent.com/
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질량 분석법
모든 시료는 500µL 시린지를 사용하여 20µL/분의 속도로 직접 
주입했습니다. New Era 시린지 펌프(모델 번호 300)를 주입에 
사용했습니다. 핑거타이트 페룰로 Agilent Dual Jet Stream(AJS) 
이온화원 네뷸라이저 주입구에 연결한 PEEK 튜빙을 사용하여 
시료를 주입했습니다. ExD 셀이 장착된 6545XT AdvanceBio 
LC/Q-TOF를 사용하여 질량 분석을 수행했습니다. MassHunter 
Acquisition v11.0에서 표적 수집 분석법을 설정했습니다. 
ExDViewer v4.5.14를 사용하여 조각화 결과를 분석했습니다. 
6545XT LC/Q-TOF의 세부 기기 파라미터는 표 1에 있습니다.

파라미터 값

Agilent 6545XT AdvanceBio LC/Q-TOF 시스템 

이온화원 Agilent Dual Jet Stream 전자분무 이온화원

극성 양이온

가스 온도 325°C

건조 가스 유속 5L/분

네뷸라이저 20psi

Sheath 가스 온도 275°C

Sheath 가스 유속 11L/분

캐필러리 전압 4,000V(유비퀴틴), 3,200V(펩타이드)

노즐 전압 2,000V

Fragmentor 175V

Skimmer 45V

수집 속도 1스펙트럼/초

Isolation Window Wide (9m/z)

MS1 스펙트럼 범위 100~3,200m/z

MS2 스펙트럼 범위 120~3,200m/z(유비퀴틴) 
120~2,400m/z(펩타이드)

표 1. Q-TOF LC/MS 데이터 수집 파라미터.

ExD 셀 작동
ExD 셀은 6545XT Q-TOF LC/MS 시스템용 추가 장치로, 전자 
포획 해리(ECD) 기능을 제공합니다. ExD 셀은 ExDControl 
소프트웨어를 사용하여 제어됩니다. 이 소프트웨어는 
MassHunter Acquisition과 함께 작동하여 ExD 셀 전압과 
필라멘트 가열 전류를 제어하는 독립형 소프트웨어입니다. 
ExDControl은 transmission 또는 전자 포획 해리(ECD) 기능을 
최적화하기 위해 ExD 셀 전압을 자동으로 조정하는 autotune 
알고리즘을 갖추고 있습니다. 

다음의 단계에 따라 ExD 셀 isobar 분석을 설정했습니다. 먼저, 
적절한 필라멘트 가열 전류를 설정하고 20분 동안 예열시켰습니다. 
다음으로, melittin/tune mix standard를 B병에서 주입했습니다. 
tune mix 이온에서 ExDControl autotune을 수행하여 MS1 
transmission을 최대화하는 방향으로 ExD 셀 렌즈 전압을 
조정했습니다. 

transmission을 최적화한 후, melittin 3+ 전구체(949 m/z)가  
분리되었습니다. melittin 조각 질량에 autotune을 수행하여 
ExD 셀 전압을 조각화에 최적화했습니다. melittin의 ECD에 
최적화된 셀 전압 프로파일은 대부분의 펩타이드에 효과적으로 
작동하지만, 단백질에 최적화된 ECD를 위해서는 추가적인tuning 
standards가 필요할 수 있습니다. 유비퀴틴의 경우, 유비퀴틴 ECD 
조각의 내장된 질량 목록에 대해 autotune 을 수행하여 유비퀴틴 
조각의 강도를 최대화했습니다(표 2). ExDControl에서 MS1 
transmission과 MS2 ECD 프로파일을 설정한 후, MassHunter를 
수집 컨텍스트로 전환하고 표적 수집 분석법을 생성했습니다. 

ExD 셀Tuning Standards

MS1 Transmission MS2 ECD 조각화

REALLYisoD(1.9kDa) Tune mix Melittin

Ubiquitin(8kDa) Tune mix Ubiquitin

표 2. Transmission또는 ECD를 위한 ExD 셀 렌즈 전압을 최적화하는 데 사용되는
tune standard의 요약 정보입니다. ExDControl autotune 알고리즘은 tune mix, 
melittin, 유비퀴틴에 대한 질량을 포함하여 여러 개의 내장된 질량 목록과 함께 
설치됩니다. 그러나 맞춤형 질량 목록을 만들어 사용자 맞춤 질량 목록의 강도를 
최적화할 수도 있습니다.
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그림 1. ExDViewer의 표적 디콘볼루션 입력 페이지. Preset match setting은 펩타이드 및 단백질 분석의 넓은 범위에서 효과적입니다.

ExDViewer를 사용한 표적 분석
ExDViewer는 Q-TOF MS/MS 데이터에서 모든 폴리펩타이드 
조각 유형을 확실하게 분석할 수 있게 해주는 무료 소프트웨어 
도구입니다. ExDViewer는 펩타이드나 큰 원형(intact) 단백질의 
복잡한 조각 패턴을 빠르고  직관적으로 분석할 수 있는 방법을 
제공합니다. 이 소프트웨어의 주요 기능은 side chain 조각 패턴과 
isoAsp 이온을 표지하는 것입니다. 

표적 디콘볼루션 워크플로는 알려진 서열과 대조해 조각 패턴을 
일치시키는 데 사용됩니다. 표적 시퀀스는target editor를 
사용하여 정의되며, 시퀀스와 최소, 최대 전하 상태가 지정됩니다. 
표적을 정의한 후 .d 파일을 ExDViewer에 직접 로드하여 표적 
디콘볼루션을 수행할 수 있습니다. 그림 1은 표적 디콘볼루션 
워크플로의 입력 페이지를 보여줍니다. 이 문서에 나와 있는 
프로파일 데이터는 중첩 이온에 대한 반복적 다중 패스(multi-pass)  
매칭과 함께 ExD 조각 분석을 위한 제한적인 matching preset을 
사용하여 처리했습니다.
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결과 및 토의
Leu/Ile 및 Asp/isoAsp 식별
라디칼에 의한 side chain 조각화는 w-이온을 생성하고, 
이를 통해 Leu/Ile의 구분이 가능해집니다. Leu의 w-이온은 
이소프로필(z-43Da) 그룹의 라디칼 손실로 형성되는 반면, Ile
의 해당 w-이온은 에틸 라디칼(z-29Da)의 손실을 수반합니다. 

이와 대조적으로 isoAsp 형성은 펩타이드 백본과 관련된 구조적 
변화로 인해 Asp의 해당 c 또는 z 이온에서 57Da의 이동(c + 57Da,  
z – 57Da)이 발생함에 따라 감지됩니다. 

여기서는 REALLYisoDELIGHTFLK 시퀀스를 갖는 합성 
펩타이드를 사용하여 전자 기반 조각화로 Leu/Ile 및 
Asp/isoAsp를 식별하는 방법을 보여주었습니다(그림 2).

그림 2. 상단 질량 스펙트럼은 합성 펩타이드 REALLYisoDELIGHTFLK(1µM)의 ECD 조각 스펙트럼입니다. Asp는 isoAsp로 엔지니어링되었으며 빨간색으로 하이라이트 되어 
있습니다. Isobar 조각의 증거는 스펙트럼에 텍스트 주석으로 표시됩니다. 하단 그림은 동일한 펩타이드의 CID 질량 스펙트럼을 보여줍니다. ECD 조각은 파란색으로, CID 조각은 
녹색, 전구체 이온은 보라색, a-이온은 분홍색으로 표시됩니다.

m/z

m/z

In
te

ns
ity

In
te

ns
ity

REALLYisoDELIGHTLK 3+ ECD

REALLYisoDELIGHTLK 3+ CID
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REALLYisoDELIGHTFLK에는 5개의 isobaric Leu/Ile 잔기와 
하나의 엔지니어링된 isoAsp가 있는데, 이에 따라 이론적으로 
동일한 CID 스펙트럼을 갖는 64개 이상의 isobaric 서열이 
만들어질 수 있습니다. 전자 기반 조각화를 통해 검출되는 side 
chain 조각화는 isobar 특이성을 통해 정확한 펩타이드 서열을 
식별하는 독특한 방법을 제공합니다. 그림 2는 ECD 또는 CID 
조각화를 사용한 3+ REALLYisoDELIGHTFLK 전구체의 MS/MS 
스펙트럼을 비교한 내용입니다. ExDViewer를 사용하면 Leu, Ile 및 
isoAsp의 진단 이온이 스펙트럼에 직관적으로 표식 됩니다. 전하가 
감소된 전구체도 표식됩니다. 

ECD 전 충돌 활성화가 Leu/Ile 및 isoAsp에 대한 진단 이온의 
검출에 미치는 영향을 조사한 결과를 그림 3에 나타내었습니다. 
전자 포획 전에 3+ REALLIYisoDELIGHTFLK 전구체에 다양한 
충돌 에너지가 적용되었습니다. 전반적으로, 이온 강도는 충돌 
에너지가 증가함에 따라 낮아졌습니다. 4+ 전구체는 충돌 활성화에 
더 민감했고, 이에 비해3+ 전구체의 강도는 더 점진적으로 
감소했습니다. 이러한 결과는 ECD를 단독으로 사용하는 것이 
이 예시 펩타이드의 진단 이온을 검출하는 데 가장 효과적임을 
시사했습니다. 

Top-down MS/MS isobar 측정
전통적인 펩타이드 분석과 달리, top-down 질량 분석법에는 사전 
효소 분해 과정 없이 전체 단백질의 시퀀싱이 수반됩니다. 효소 
분해를 피함으로써 시료 전처리 단계가 줄어들어 시간을 절약하고 
인위적 산물의 도입 위험을 최소화할 수 있습니다. 중요한 점은, 
top-down 분석은 분해된 펩타이드 혼합물 분석에서는 정의할 
수 없는 고유한 프로테오폼을 특성화할 수 있습니다. 여기서는 
top-down 분석을 통해 원형(intact) 유비퀴틴의 isobar를 
특성화했습니다. 10µM 유비퀴틴을 직접 주입하고 표적 수집 
분석법을 사용하여 분석했습니다. 분리를 위해 11+ 전구체를 
선택하고 ExD 셀에서 ECD를 적용했습니다. 데이터는 초당  
1스펙트럼으로 총 1분 동안 수집했습니다. 11+ 전구체의 높은 
효율의 조각화로 인해 99%의 시퀀스 커버리지와 16개 중 10개의 
isobaric Leu 및 Ile 잔기의 차별화가 가능했습니다. 또한, isoAsp c 
이온과 z 이온이 식별되었는데, 이는 아미노산 위치 39와 52에  
isoAsp가 존재함을 알려줍니다. 그림 4는 ExDViewer에서 
생성된 시퀀스 커버리지 맵을 보여줍니다. 이를 통해 사용자는 
표적 시퀀스를 지원하는 조각 증거를 상호작용적으로 탐색할 수 
있습니다. 그림 5는 Leu와 Asp 식별을 위한 풍부한 ECD 이온과 
w-이온을 특징으로 하는 유비퀴틴 조각 스펙트럼의 350 m/z 폭 
슬라이스를 보여줍니다.

그림 3. REALLYisoDELIGHTFLK isobar 진단 이온 강도. w2, w7, z10 -57 및 w13에 대한 평균 이온 강도를 충돌 에너지의 함수로 나타내었습니다.

3+ 전구체 4+ 전구체
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시퀀스 커버리지: 99%(내부 이온 없음)
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그림 4. ExDViewer에서 생성된 시퀀스 커버리지 맵. 각 색깔 점은 서로 다른 유형의 이온을 나타냅니다. CID 및 ECD 백본 조각 이온은 side chain 조각화 및 c/z isoAsp 이온과 
함께 주석이 추가됩니다. 감지된 각 조각에 대한 이온의 유형, 전하 상태 및 스코어가 Informative tool tip(박스)에 표시됩니다. 여기 tool tip에서 z23 -57 isoAsp 이온에 대해 두 
가지 전하 상태가 감지되었음을 나타냅니다.

그림 5. 11+ 유비퀴틴의 ExD 조각 스펙트럼. 삽입된 그림은 Leu와 Asp를 식별하는 side chain 조각의 증거를 나타냅니다. Isobar 증거는 자동으로 점선과 라벨로 주석이 
달립니다.

Target: Ubiquitin
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결론
이 응용 자료에서는 Agilent ExD 셀과 분석용 Agilent ExDViewer 
소프트웨어 도구로 구성된 Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF 
LC/MS 시스템을 사용하여 isobaric 아미노산을 분석하는 방법을 
설명했습니다. 전자 포획 해리(ECD)는 CID 조각화에 보완적인 
정보를 제공하는 강력한 조각화 기술입니다. 이러한 분석법은 
다양한 분자의 펩타이드 백본과 side chain 조각을 조사하는 데 
적용하여 단백질 서열 분석의 모호성을 줄일 수 있습니다. ECD 
조각을 검출하는 Q-TOF의 감도와 조각 분석용 ExDViewer를 통해 
표적 isobar 아미노산 식별을 위한 효과적인 솔루션을 제공합니다.
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