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Revele Mais Detalhes do que Nunca

Sua pesquisa envolve caracterizar pequenas moléculas ou proteinas, aumentar a de
cobertura de metabdlitos ou garantir a seguranca alimentar? O LC/Q-TOF de mobilidade
idnica Agilent 6560 ira revelar detalhes que vocé nunca conseguiu obter antes.

A espectrometria de massas de mobilidade i6nica adiciona uma dimensao

ortogonal de separacgao as suas analises de LC/MS. Com seletividade e
sensibilidade excepcionais, o LC/Q-TOF de mobilidade i6nica 6560 pode detectar,
identificar e caracterizar os componentes de amostras muito complexas.

Com este sistema LC/MS sensivel, vocé sera capaz de:

Separar moléculas e isbmeros com base em seu tamanho, forma e carga

Observar mudangas na estrutura de proteinas e outras moléculas por desdobramento induzido
por coliséo (CIU)

Calcular a segdo transversal de coliséo (CCS) através de medigdes de primeiro principio
sem padrdes

Conservar o estado nativo das moléculas na fase gasosa usando o design do tubo
de mobilidade de baixa energia

Usar a multiplexagé@o para aumentar substancialmente a sensibilidade e a faixa dinamica

Obter resolugao de mobilidade ibnica de até 250 independente da aquisicao

Na verdade, os pesquisadores ja estdo superando esses desafios usando o espectréometro
de massas de alta resolucao 6560.



Resolvendo os desafios mais dificeis

A mobilidade i6nica revela toda a complexidade de sua amostra

As matrizes bioldgicas contém um numero muito elevado de compostos, que em muitos casos

se sobrepbem. A espectrometria de massas de alta resolugao nem sempre € capaz de separa-los,
principalmente quando ha uma ampla variedade de abundancias. A mobilidade i6nica adiciona outra
dimenséo e ajuda a separar ions de dificil diferenciacéo.
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Separe analitos ndo resolvidos com sensibilidade evidente

0 que diferencia o LC/Q-TOF de mobilidade i6nica 65607?

Resumindo, este instrumento combina mobilidade iGnica com cromatografia liquida e
espectrometria de massas. Erin Baker, cientista especializado em mobilidade idnica e medalhista
ASMS Bieman, colaborou com a Agilent neste sistema.

"Muitas vezes, s80 as coisas que Vocé nao sabe que acabam sendo as mais importantes”, diz o Dr. Baker.
"Este sistema pode fornecer informagdes sobre tudo em sua amostra."

Se uma molécula tiver a mesma razao de massa/carga que outra e estiver presente em uma
concentragdo muito baixa, pode ser quase impossivel detecta-la com outras técnicas.

Se vocé esta procurando por peptideos de baixa concentragao, que pesquisadores como o Dr. Baker
chamam de procurar uma agulha no palheiro, essa sensibilidade se torna importante. Em varios
casos, a forma ou a confirmagéo de uma proteina é uma pista crucial na pesquisa clinica.

Um espectrdmetro de massas s6 pode dizer qual proteina esta 13, mas nédo a sua forma.
"Com a mobilidade iénica, é possivel dizer se a proteina esta toda emaranhada, mais estendida
ou se ha algum tipo de ma formagao', diz o Dr. Baker. "Essa € uma informacgéo vital"

Com este novo instrumento da Agilent, é possivel obter muitas informagdes detalhadas rapidamente.
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"Este sistema pode fornecer informacgées sobre tudo em sua amostra. Com a mobilidade i6nica,
somos capazes de detectar moléculas em niveis de concentracédo realmente baixos. Onde
costumavamos trabalhar com ng/mL, agora estamos alcancando alto pg/mL."

— Erin Baker, Professor Associado
University of North Carolina em Chapel Hill



A precisdo abre novas oportunidades

"Temos uma ferramenta que nos oferece algumas oportunidades de abordar questdes que
talvez nunca tenhamos imaginado antes."

Essa foi a forma que o Dr. Alfred Yergey, cientista emérito do National Institutes of
Health em Bethesda, Maryland, avalia o sistema de LC/MS Q-TOF de mobilidade i6nica
Agilent 6560.

30 40 50 60 70 80 90 100
Tempo de desvio (ms)

Espectro em modo positivo de ciclodextrina, um composto no momento da medigdo sem padrdes ou valores
de CCS conhecidos.



Um instrumento que oferece:
Confianca e facilidade de uso

O LC/QTOF de mobilidade ibnica 6560 € o primeiro instrumento comercial que permite aos
pesquisadores abordar questbes verdadeiramente fundamentais sobre estrutura por medigbes de
primeiro principio. Isso permite uma compreensao mais profunda da fungéo e do funcionamento de
sistemas bioldgicos complexos com verdadeira confianga e facilidade.

Muito do entusiasmo do Dr. Yergey vem da exatidao do sistema. "Quando vocé calcula uma se¢ao
transversal de colisdo com este dispositivo, 0 que vocé obtém é um numero confidvel, diz ele.

Com outros sistemas comerciais, os resultados devem ser calibrados em comparagéo com valores
previamente estabelecidos para compostos similares encontrados na literatura cientifica. Isso é
uma grande desvantagem se vocé estiver lidando com moléculas que ainda nao tém um valor
estabelecido.

"Os resultados obtidos com esta ferramenta podem ser justificados com base nos primeiros
principios", observa o Dr. Yergey. "O dispositivo se comporta exatamente da maneira que vocé
esperaria ao considerar a longa histoéria da quimica idnica de fase gasosa.'




'E uma ferramenta que abre a possibilidade de imaginar diferentes tipos de
experimentos. E basicamente uma forma de obter informacdes da quimica iénica
de fase gasosa de uma forma que nao se poderia imaginar antes da existéncia
deste dispositivo."

— Dr. Alfred Yergey, Cientista emérito,
National Institutes of Health
Bethesda, Maryland
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Dados de mobilidade em nitrogénio de ions em modo positivo e negativo para mesmo composto (ciclodextrina) na forma protonada e desprotonada.
Os célculos de CCS nos modos positivo e negativo mostraram valores de CCS com exatiddo de 2%. A) Um desvio de pico bem resolvido no modo
positivo. B) Dois picos diferentes (mondmero de carga Unica e dimero com dupla carga) em modo negativo. O pico de menor intensidade contém dois
conférmeros diferentes, possivelmente indicando que os dimeros existem como dois conférmeros.



Buscando o desconhecido: Uma ferramenta de descoberta pan-6mica
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0 LC/Q-TOF de mobilidade i6nica Agilent 6560 representa um avango incrivel para bidlogos que estudam
a forma como os genes, as proteinas e os metabdlitos interagem como um sistema completo.

Basta perguntar ao Dr. John McLean, da Vanderbilt University, em Nashville, Tennessee. Ele dirige
o Laboratério de espectrometria de massas estrutural, que realiza experimentos para bidlogos, imunologistas,
patologistas e outros cientistas.

"0 verdadeiro problema com a biologia de sistemas é que vocé precisa fazer milhdes de experimentos para
poder discernir pequenas coisas, pequenas redes bioldgicas', diz o Dr. MclLean. "Na protedmica, vocé espera
horas para detectar as mudangas nos niveis de expressao da proteina. A metabolémica, por outro lado,
fornece uma reflexdo rapida das respostas biolégicas que podem servir como um indicador eficaz do estado
bioldgico. Se vocé esta tentando entender os estados de uma doenca, por exemplo, a capacidade de observar
as moléculas que estdo sendo expressas juntas nessas condigdes é crucial.”

E aqui que o LC/Q-TOF de mobilidade idnica 6560 realmente se destaca.



Segdo transversal de colisdo (A2)

Mapeamento pan-6mico de dados empiricos

A Expansao do sinal-regido densa
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A) Uma amostra contendo lipidios, peptideos e carboidratos foi
infundida diretamente no instrumento e, em seguida, resolvida usando
uma anélise 2-D do Q-TOF IM por secdo transversal de colisdo e m/z.
Os mapas de espago conformacional permitem que misturas
complexas sejam separadas com base em diferentes classes
biomoleculares com pouco processamento inicial da amostra.*
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B) Regido ampliada com alta densidade de sinal. A distingéo dos
sinais individuais dos ions apenas pela medi¢do de m/z é um desafio.
No entanto, a separagéao estrutural combinada do Q-TOF IM permite
que os dados sejam delineados em regides especificas de classes
quimicas.*

*May, J.C., et al. Anal Chem 2014 (18 de fevereiro de 2014; 2107-2116). Conformational Ordering of Biomolecules in the Gas-Phase: Nitrogen Collision Cross-Sections Measured on a Prototype

High Resolution Drift Tube lon Mobility-Mass Spectrometer.



"Estamos quebrando o paradigma dos estudos de
protedbmica ou gendmicos — qualquer um dos 6micos
individuais — adotando uma abordagem de pesquisa
verdadeiramente néo direcionada e imparcial do
inventario molecular, usando a mobilidade i6nica junto
da espectrometria de massas.”

— John A. McLean, Stevenson
Professor of Chemistry
Vanderbilt University, Nashville

O Dr. McLean e a sua equipe na Vanderbilt apreciam profundamente o funcionamento dessas
tecnologias em conjunto. Eles vém construindo seus proprios sistemas ha anos, no qual o poder de
resolugao é uma métrica essencial para a separacgéo de diferentes classes moleculares.

"Em nossa experiéncia, é necessario um poder de resolugédo superior a 20 para comegar a resolver
as classes quimicas no espago de conformacéo, mas com a plataforma Agilent, em alguns casos,
alcangcamos 80", diz ele. "Isso nos permite resolver a estrutura fina nas distribuicdes de classes
moleculares e atingir altos niveis de confianga em atribuigdes dentro de uma classe molecular,
como a distingdo de subclasses moleculares, como esfingolipidios de glicerofosfolipidios".

Os isémeros estruturais de diferentes classes podem ser separados com poderes de resolugao de
tubos de mobilidade tradicionais de até 50—60. Para separar os isdbmeros estruturais de uma mesma
classe, sdo necessarios poderes de resolugdo de IM mais altos de 150—200, que podem ser obtidos
com demultiplexacao de alta resolugao. A separacao de isdmeros cis/trans e estereoisémeros requer
poderes de resolugao de IM ainda maiores. A precisao do CCS, que foi demonstrada nos sistemas de
mobilidade i6nica de tubo de desvio, torna-se ainda mais importante ao resolver isdmeros com elui¢cdo
proxima, ja que essas espécies tém frequentemente valores de CCS que variam entre 1 a 3% um do
outro. Para espectro completo, um nivel de preciséo de CCS <0,3% ¢é desejavel para fluxos de trabalho
nao direcionados. A sensibilidade e resolugéo aprimoradas ajudam a descobrir mais compostos em
misturas complexas.

O Dr. McLean observou que outros pesquisadores costumam se surpreender com a natureza
pan-6mica dessa tecnologia.
"Isso vai causar um grande impacto na biologia", diz ele.



Analisando a escala CCS

Estereo-
isdmeros

Isbmeros
cis-trans

Isdbmeros
estruturais de
mesma classe

Isbmeros
estruturais
de diferentes
classes

A 10% 3% 1% 0,3% 0,1%
Separagdo em A quadrado | | Wmﬁ |

Poder de resolugéo para | | | |
(50% vale) 15 50 150 500 1500

Padrao Tunemix — DTIMS

Precisdo CCS | | | | |
(Requer padronizag&o) 10% 3% 1% 0.3% 0,1%
<2% CCS <1% CCS <0.3% CCS
(Tradicionalmente citado) (Objetivo para analise ndo

direcionada de espectro completo)

Diferentes tipos de isdbmeros requerem um aumento do poder de resolugdo de IM. O mesmo se aplica
a identificagdo, na qual a precisédo do CCS é de importancia fundamental.

-
-
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Caracterizando compostos bioterapéuticos

Alcangando o impossivel com o desenvolvimento biofarmacéutico rapido e confiavel

O processo de descoberta de drogas foi continuamente refinado ao longo dos anos. No entanto,

a abordagem basica permanece praticamente inalterada, apesar de muitos avangos tecnolégicos.
Entéo, alguns estédo perguntando: "Sera que chegou a hora de modificar fundamentalmente a forma
como abordamos novos desenvolvimentos farmacéuticos?"

Uma equipe da University of Michigan, liderada por Brandon Ruotolo, professor de quimica, acredita que
sim e que a ferramenta certa para este objetivo € o novo LC/Q-TOF de mobilidade i6nica Agilent 6560C.

O desdobramento induzido por colisdo, ou CIU, ¢ uma maneira rapida de avaliar a estabilidade de uma
proteina terapéutica ou de um alvo. Normalmente, compostos terapéuticos baseados em proteina devem
ser o mais estavel possivel para manter a eficacia e a seguranga. Um grande beneficio do CIU é que ele
permite o acesso a informagdes de estabilidade sem a necessidade de gerar grandes quantidades de
proteina purificada. Com o CIU, a estabilidade pode ser avaliada em minutos e as ordens de magnitude
podem ser concluidas mais rapidamente do que com a tecnologia convencional. A varredura de milhares
de candidatos a medicamentos baseados em proteinas pode ser facilmente realizada, fornecendo dados
ricos em informagdes, o que poderia melhorar e agilizar o pipeline farmacéutico.

Os experimentos de CIU continuaram e Ruotolo descreveu os primeiros dados como um
"reconhecimento por impressao digital" estrutural da proteina. Ele disse: "No inicio, a maioria dos dados
néo podia ser vinculada a caracteristicas estruturais especificas. Sabiamos apenas que a proteina
aumentava de tamanho devido a mudangas de temperatura interna ao longo do experimento”.

Ele continuou: "No entanto, agora podemos identificar algumas informagdes estruturais”.

0 6560C provou ser uma plataforma poderosa para examinar diferentes proteinas e complexos de
proteinas em uma ampla variedade de massas e estados estruturais. O ensaio de CIU é muito sensivel,
permitindo diferenciar biossimilares e proteinas com base na ligacao dissulfeto, desdobramento e
mudancas na ligacao covalente. Ele pode diferenciar onde as pontes dissulfeto estao localizadas dentro
de diferentes subclasses de IgG com altos niveis de confianga. Isso € Util para o desenvolvimento
farmacéutico, pois as IgGs sdo usadas como suporte para construir proteinas bioterapéuticas.
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'Registramos padrées em mudancas estruturais em fungao da

energia aplicada. Depois, comparamos com outra amostra que
passou por estresse celular ou foi vinculada a um ligante para
vermos como 0s dados mudam entre os dois. A analise de dados
de CIU geralmente envolve muitas referéncias entre as amostras.
Os dados para proteinas padrdo devem ser altamente reprodutiveis
para tirar conclusées de compostos desconhecidos com confianca,
e 0 6560C se destacou nesse quesito.”

Brandon Ruotolo, Professor de quimica
University of Michigan
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Resultados dos experimentos de CIU. Figuras A—C: Curva CIU para IgG1 kappa, IgG2 kappa e I1gG3 kappa. Figuras D—F: Valor médio da raiz
quadrada do desvio médio (RMSD) para a curva CIU para varias corridas em replicata de IgG1-3 kappa. Figuras G—I: Comparag&o do valor médio
de RMSD da curva CIU para IgG1 kappa versus IgG2-4 kappa, com a imagem mostrando os gréficos de comparagéo para os kappas somados.



Construido em tecnologia de ponta

Por que tanta empolgagdo com uma técnica de separagao que ja existe ha mais de 100 anos? Porque
s6 agora seu verdadeiro potencial pode ser concretizado gragas a uma série de inovagdes recentes.

O surgimento da moderna tecnologia de funil de ions em conjunto com o tubo de desvio de campo
uniforme foi introduzido pelo Dr. Richard Smith, do laboratério Nacional Pacific Northwest (PNNL).
Isso permitiu alcangar ganhos de sensibilidade de mais de 50 vezes para mobilidade ibnica com
espectrometria de massas de alta resolucao.

Agora, 0 LC/Q-TOF de mobilidade iénica 6560 leva essa tecnologia mais longe do que nunca com um
design exclusivo de funil de ions. O conjunto de funil duplo inclui um funil frontal para enriquecimento
da amostra, um funil de captura de ion, um tubo de mobilidade e um funil de foco. Todos s&o projetados
para melhorar a transmisséo de ions da fonte para o analisador de massas de alta resolugéo Q-TOF.

Designs de mobilidade i6nica de campo uniforme existem ha anos. No entanto, eles sofriam altas perdas
de ions (>99,9%) sem o uso de funis eletrodindmicos.

O design do funil de mobilidade Agilent preserva os ions ao longo de cada segmento da trajetdria Optica.
Como? Através do foco cuidadoso de ions em cada segmento do funil de ions eletrodindmicos.

Esse projeto resulta na perda de apenas duas vezes o sinal de ions, em comparagao com instrumentos
LC/MS Q-TOF autébnomos de alta resolugao.

Além disso, o design de funil duplo da tecnologia iFunnel oferece robustez incomparavel, combinando a
orientacgao eletrospray ortogonal verdadeira com a ionizagdo da Agilent JetStream. Esse projeto minimiza
a transmissao de espécies nao carregadas e agrupamento de ions, reduzindo o ruido de background.



‘A tecnologia de funil de ions pode ser o desenvolvimento de MS
mais significativo desde a introdug¢do da API. Ela trouxe um avango
fundamental no limite de deteccéo e sensibilidade, resultando em
um desempenho que excede em muito as capacidades dos
espectrometros de massas convencionais.”

- Dr. Richard Smith, Inventor do funil de ions

Aproveite todas as trés dimensdes de separacao com apenas
um sistema

0 LC/Q-TOF de mobilidade iénica 6560 combina o poder do HPLC série 1200 Infinity, a mobilidade i6nica e um
sistema LC/MS Q-TOF de alta resolugao e massa exata. Assim, vocé pode facilmente expandir suas capacidades de
pesquisa cientifica.

VacShield Aumente a capacidade de pico
— Permite a remogao do capilar sem quebra de vacuo. — Resolva componentes individuais em misturas
clu complexas com o poder combinado do UHPLC,

- Desdobramento induzido por coliséo para mobilidade ibnica e espectrometria de massas.

caracterizacgao estrutural. — Obtenha separagao de mobilidade i6nica ideal com

Multiplexacéo tecnologia de captura de grade dupla.

— Maior faixa dindmica e sensibilidade, aumentando — Multiplexag&o para aumentar a sensibilidade, faixa
drasticamente a resolugéo da IM com algoritmos de dindmica e resolucao por meio de demultiplexacao
pds-processamento. de alta resolugéo.

Resolva isomeros estruturais Identifique e confirme componentes de baixa

— Analise sem esforgo a estrutura molecular e a concentragao
conformagao de peptideos e proteinas usando — Detecte rapidamente analitos em niveis abaixo
separagao de mobilidade idnica de alta resolugéo. de fentograma em matrizes complexas usando a

- Determine diretamente o tamanho molecular (a partir tecnologia de funil eletrodinamico.

de segdes transversais de colisdo) sem padres de — Confirme compostos com confianga usando o All lons
referéncia ou tabelas de calibracéo. MS/MS.

Preserve as conformagées de proteinas

— Estude facilmente estruturas de peptideos e proteinas
em fase gasosa.

— Mantenha as conformag6es moleculares minimizando
os efeitos de aquecimento dos ions.
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Atinja novos niveis de capacidade de pico

Ao combinar as técnicas de separagdo ortogonal de cromatografia liquida, medicdo de massas e
mobilidade i6nica, a capacidade de pico geral é substancialmente aumentada. Assim, vocé pode
caracterizar diversas moléculas de forma mais eficaz.

Para andlise aprofundada de amostras complexas, a separagéo completa de varios compostos pode
nao ser possivel apenas com a cromatografia liquida. Mesmo a analise de massas de alta resolucédo
subsequente pode ser insuficiente para separar e identificar compostos isobaricos. O LC/Q-TOF

de mobilidade ibnica 6560 agrega separagédo de mobilidade idnica em fase gasosa, aumentando
drasticamente a capacidade de pico da sua anadlise. Isso significa que vocé pode resolver e detectar
um numero maior de compostos e componentes.



Determinacao exata da estrutura de glicanos complexos

A andlise de MS de glicanos esta ganhando interesse consideravel. Essas biomoléculas tém sido implicadas em
processos bioldgicos e de doengas, podem servir como biomarcadores, sdo componentes essenciais de produtos
bioldgicos e afetam a nutri¢cdo infantil. Devido a sua complexidade estrutural, identificar as estruturas exatas de glicanos
por TOF-MS é um desafio. A combinagao do TOF-MS e DTIMS com multiplexagéo e demultiplexagéo de alta resolugéo
oferece uma alternativa mais rapida e facil.
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Os blocos de construgdo de monossacarideos de N-glicanos podem ser ligados em diferentes sequéncias e ligagdes (esquerda),
produzindo um grande nimero de estruturas possiveis de glicano, incluindo muitos isdmeros. A representagdo da estrutura
molecular € comumente simplificada pelo uso de simbolos para os blocos de construgéo e notas de ligagdes (a direita).’

Reconhecimento por impressao digital de distribuigdo do conférmero de glicano de alta
resolucao

A flexibilidade entre os blocos de construgao de carboidratos permite que os glicanos adotem varias conformagoes
estaveis em fase gasosa, as quais podem ser resolvidas com DTIMS. Essas distribuigbes altamente repetiveis dos
confoérmeros mostram impressdes digitais (caracteristicas Unicas) para cada glicano.? Um banco de dados com essas
impressdes digitais, juntamente com medi¢des precisas de massas e valores de CCS, pode ser usado para identificar
as estruturas de glicano sem realizar experimentos de MS multietapa.
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Contagens vs. Tempo de desvio (ms)

Diferenciagao de N-glicanos isoméricos através da impressao digital e valores de CCS de distribuicdo de HR dos conférmeros.
Os N-glicanos foram derivatizados com &cido 2-aminobenzéico na extremidade redutora e medidos no modo de ion negativo como
jons [M-2H]2-.
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Ativacao na fonte e HR-DTIMS

DTIMS de fragmentos de glicano, que sdo formados apds ativagao na fonte, oferece a possibilidade de obter informagdes
estruturais detalhadas, como posigdes exatas de fucosil® ou tipo de ligagéo do 4cido sidlico. Medindo os valores de CCS
de fons fragmentos e comparando-os com dados de referéncia, os ions fragmentos isoméricos podem ser identificados
sem a necessidade de experimentos de MS®.

Espectro de massas: (32,3-39,8 ms)
x10°
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Separagéo de ions fragmentos B, (em 34,8 e 36,4 ms no espectro de desvio de HR) obtida apds ativagéo na fonte da mistura de dois
N-glicanos isoméricos, diferindo apenas na ligagao do &cido sialico (a2,3 ou a2,6, ver estruturas na figura). Os N-glicanos foram
derivatizados com 4-amino-N-2-(dietilamino)etil-benzamida na extremidade redutora, ativados na fonte e medidos no modo de ion
positivo. Os dois ions fragmentos B, tém valores de m/z idénticos ([M+H]* em m/z 657,24), mas eles podem ser separados no tubo de
,mobilidade pela diferenga na mobilidade, permitindo a diferenciagao na ligagdo de acido sialico por valores CCS.

1. Damerell, D. et al. The GlycanBuilder and GlycoWorkbench Glycoinformatics Tools: Updates and New Developments.
Biol. Chem. 2012, 393 (11), 1357-62.

2. Sastre Torano, J. et al. Identification of Isomeric N-Glycans by Conformer Distribution Fingerprinting Using lon Mobility
Mass Spectrometry. Chem. Eur. J. 2021, 27 (6), 2149-2154.

3. Sastre Torano, J. et al. lon-Mobility Spectrometry Can Assign Exact Fucosyl Positions In Glycans and Prevent Misinterpretation
of Mass-Spectrometry Data After Gas-Phase Rearrangement. Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 2019, 58 (49), 17616-17620.



Tecnologia All lons: Detecte rapidamente componentes
em baixa concentragao

A fragmentacdo All lons esta disponivel em todos os instrumentos LC/Q-TOF de alta resolugéo Agilent.
Combinada com os Bancos de dados e bibliotecas de compostos personalizados (PCDL) da Agilent, essa
técnica oferece uma capacidade inigualdvel de rastrear compostos em misturas complexas com confianga.

Experimentos tradicionais de MS/MS dependentes de dados muitas vezes perdem picos de baixa abundancia,
mas com experimentos de fragmentacéo All lons, todos os ions da fonte sao direcionados para a cela de
colisdo para fragmentacao. O software de analise de dados usa os espectros MS/MS disponiveis no PCDL
para extrair com confianga 0s compostos presentes na amostra. A fragmentac¢ado Agilent All lons € ainda mais
poderosa quando combinada com a mobilidade idnica. Isso ocorre porque o tempo de deslocamento do ion
fornece uma dimenséo extra de separagao, reduzindo ainda mais a complexidade da amostra e aprimorando
a detecgao de componentes em baixa concentragdo. Os beneficios: menos ambiguidade na identificagao de
compostos e limites de detecgao aprimorados para compostos em nivel de tragos.
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A fragmentacdo Agilent All lons foi usada para identificar peptideos de baixo nivel no processo de digestédo de proteina.
0 pico marcado com uma estrela na separagao de LC continha de seis a sete componentes peptidicos, mostrados
separadamente no mapa de intensidade do tempo de desvio (ampliagéo). Esses componentes ndo puderam ser
detectados e identificados usando apenas LC e MS.

A: Soma do espectro de ions fragmentos a 30 V no pico marcado com uma estrela. B: Espectro de ions fragmentos
separados por desvio do peptideo HLVDEPQNLIK de carga tripla em 20,26 ms.
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Metabolémica nao direcionada: Anotagao molecular aprimorada com valores CCS

Um dos maiores desafios analiticos na pesquisa metabolémica néo direcionada é como os cientistas
podem aumentar a confianga na anotagao molecular de compostos desconhecidos. Os métodos
atuais utilizam descritores moleculares, incluindo massa exata, padrao isotopico e espectros MS/MS,
para atribuir provisoriamente uma identidade molecular com um determinado nivel de assertividade
analitica. A utilizagdo de valores de espectrometria de mobilidade iénica (IMS) e segédo transversal de
colisdo (CCS) documentados na literatura fornece uma forma adicional de anotagdo molecular que
facilita a caracterizagao estrutural de compostos desconhecidos.

Os valores de CCS gerados pelo tubo de desvio de campo uniforme da plataforma Agilent 6560
permitem que os pesquisadores traduzam esses descritores moleculares entre laboratérios com alto
grau de exatidao. Aqui, fomos capazes de caracterizar um metabdlito desconhecido como adenosina
com base apenas nos valores de massa exata e CCS calculados em um experimento de criagdo de
perfil ndo direcionado. Os dois conférmeros provavelmente podem ser atribuidos a locais variados de
protonacgao na nucleobase purina. Os valores de CCS calculados no laboratoério de Erin Baker na North
Carolina State University mostraram coeréncia (menos de 0,2% de diferenca) com os valores de
referéncia publicados pelo John Mclean Lab na Vanderbilt University.

Além disso, quaisquer metabdlitos indicados com isétopos pesados (valores em bordas rosa)
apresentam CCS e distribuiges de conférmero quase idénticas em comparagdo com metabolitos
endogenos (valores em bordas amarelas), o que fornece certeza adicional na atribuigdo molecular.

Andlise de conférmeros/isdbmeros

4 3 .
Massa exata Formula Adenosina
———— [M+H]* =p _—
s 3 m/z 268,1043 C,,H,N.O,
N 161,4 A2
S 1 155,8 A
161,6 A2 Compéndio CCS
=P 155,5,161,6A2
0 [M+H]*

155,7 A?

21,5

21 282

20,5
Tempo de desvio (ms)

276
274
272

268 Carga/massa (m/z)

20
195 266

Dados de Erin Baker, North Carolina State University.
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Separe as moléculas por tamanho e forma

Os valores de segéo transversal de colisdo (CCS), sendo uma medida
do tamanho e forma do composto, sdo Uteis para caracterizar
polimeros, proteinas, peptideos, lipidios, produtos biofarmacéuticos
e muito mais. Para esses estudos, os valores de CCS geralmente
auxiliam na distingdo entre varias formas de isdmeros ou moléculas
e complexos estruturalmente semelhantes.

Os valores de CCS sao derivados de medicdes de mobilidade i6nica
e podem ser calculados diretamente no tubo de desvio de campo
uniforme, gragas ao design exclusivo usado pela Agilent.

Com o LC/Q-TOF de mobilidade idnica Agilent 6560, € possivel obter
medi¢des de CCS de rotina com precisao de <2%. O tubo de desvio
de campo uniforme fornece excelente controle dos pardmetros
experimentais (presséo, temperatura e campo elétrico), que o sistema
deve manter durante os experimentos de mobilidade.

Criando o padrao de referéncia CCS

0 padrao de referéncia CCS usando a mistura de tune Agilent

Tipo de mistura CCS % DPR Mistura de tune CCS %DPR
118 121,30+ 0,20 0,17% 112 10823+0,20 0,19%
322 153,73+ 0,23 0,15% 301 140,04+0,29 0,21%
622 202,96 + 0,27 0,14% 601 180,77 + 0,21 0,12%
922 243,64 0,30 0,12% 1033 25534+032 0,13%
1221 282,20 £ 0,47 0,17% 1333 284,76 + 0,31 0,11%
1521 316,96 + 0,60 0,19% 1633 319,03+0,70  0,22%
1821 351,25 +0,62 0,18% 1933 352,55+027  0,08%
2121 383,03 £ 0,64 0,17% 2233 380,74 + 0,31 0,08%
2421 412,96 + 0,58 0,14% 2533 412,99 £ 0,31 0,07%
2721 441,21 £0,59 0,13% 2833 432,62+0,35 0,08%

A criacdo do padrao de referéncia CCS baseado na mistura de tune Agilent foi realizada através
de um estudo entre laboratérios, usando um sistema de referéncia e trés outros sistemas em
laboratérios adicionais. Quatro modos de tune em trés dias diferentes, tanto no modo positivo
quanto no negativo, foram usados para adquirir dados em todos os laboratérios. O DPR
correspondente para os valores de CCS obtidos sob condig¢des de repetibilidade de medigéo no
sistema de referéncia foi inferior a 0,22% para todos os ions na mistura de tune. Essa avaliagdo
completa foi realizada com o objetivo de usar os valores de referéncia de CCS como calibradores
para medig¢des universais de campo Unico e sdo apresentados como valores de referéncia para
apoiar a ampla padronizagao de CCS.
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Visualize dados de mobilidade idnica:
O software MassHunter permite uma visualizacao clara

O software Agilent MassHunter, o navegador IM-MS e o Mass Profiler, permitem que vocé colete dados
de mobilidade e dominio de massa e determine de forma facil os valores de segao transversal de
coliséo com exatidao.

Veja onde o software MassHunter realmente se destaca:
— Gréficos de qualidade. Visualizagéo clara e apresentagao dos seus dados.
— Navegagcao intuitiva, interativa e vinculada. Interpretagéo simples dos detalhes mais relevantes.

— Visualizagéo simultanea de todas as trés dimensoes de separagao. Exibicoes desobstruidas de
seus dados em contexto, para que vocé possa entender o espaco multidimensional.

— Filtros de dados facil de usar em qualquer ou toda dimensao. Menor complexidade para
visualizagao interativa e processamento automatizado.

— Exibicao dinamica de dados. Comparagao de dados de qualquer lugar no arquivo de dados ou entre
arquivos de dados.

— Calculo simples e direto de valores de segao transversal de colisdo. Nao ha necessidade de
calibragéo especifica da classe de compostos.

23



Promessa de valor de 10 anos

A promessa de valor da Agilent reflete a maxima confianga em nossos incomparaveis
padrées da industria para design e fabricacao de sistemas de qualidade. A partir da
data de compra dos instrumentos de cromatografia, espectrometria e espectroscopia
da Agilent, garantimos pelo menos 10 anos de uso ou crédito de valor residual para
uma atualizagao de equipamento. Ja que confiamos em nossos sistemas, nossa
promessa de valor maximiza o retorno do seu investimento, garantindo que a sua
compra seja segura.

Saiba mais:
www.agilent.com/chem/6560-ion-mobility

Compre online:
www.agilent.com/chem/store

Encontre um centro de atendimento ao cliente
da Agilent em seu pais:
www.agilent.com/chem/contactus

Brasil
0800 7281405
chem_vendas@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia e Pacifico
inquiry_lsca@agilent.com

Somente para uso em pesquisas. Ndo deve ser usado
em procedimentos de diagnéstico.
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