
Хромато-масс-спектрометрический анализ образцов внеклеточных метаболитов/низкомолекулярных соединений экссудатов растений C. purpureus (линии R40, GG1)
(пояснительная записка)

[bookmark: _Toc115279205]ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ
m/z – величина отношения массы иона пептида к его заряду;
MS, МС – масс-спектрометрия;
MS/MS, МС/МС – тандемная масс-спектрометрия;
ВЭЖХ, LC - высокоэффективная жидкостная хроматография;

[bookmark: _Toc115279206]1. Объект исследования
Заказчиком предоставлены пять лиофилизированных образцов низкомолекулярных соединений, экстрагированных из растений:
1) 17-02-Alter, 0,0318 g;
2) 17-02-Notophoma, 0,101 g;
3) 17-02-Gordonia, 0,0433 g;
4) 17-02-Exobas, 0,0569 g;
5) 1-K-NaCL, Arabidopsis, метанольный экстракт.
Лиофилизированные образцы растворяли в 100% метаноле (Fisher Scientific) в соотношении 10 мг/мл, затем пробирки поместили в ультразвуковую ванну на 30 секунд, и центрифугировали 5 минут при 4000 g для осаждения нерастворимых фракций. 100 мкл супернатанта перенесли в чистую пробирку и добавили 900 мкл 100% метанола (концентрация образцов - 1 мг/мл). Образец 5 (метанольный экстракт) развели в 10 раз в 100% метаноле. Образцы по 30 мкл отобрали в виалы для хроматографии и поместили в автосамплер хроматографа при температуре 6 оС.
[bookmark: _Toc115279207]2. Хромато-масс-спектрометрический анализ
Для анализа использовали систему ВЭЖХ Waters Aquity UPLC (Thermo Scientific), последовательно соединенным с масс-спектрометрическим детектором Q-Exactive HF-X (Thermo Scientific) с электроспрейным источником ионизации. Для хроматографического разделения использовали колонку Waters Acquity UPLC BEH C18, 1,7 мкм, 2,1 x 100 мм с предколонкой Waters Acquity UPLC BEH C18 VanGuard 1,7 мкм 2,1 x 5 мм. Использовались следующие материалы и реагенты: вода (очищена в системе Milli-Q Integral 3), ацетонитрил (Fisher Scientific).
Состав подвижных фаз и условия хроматографического анализа: подвижная фаза А – MilliQ вода с 0.1% муравьиной кислотой, подвижная фаза Б – 100% ацетонитрил с 0.1% муравьиной кислотой. Градиентный режим элюирования при скорости потока 0,4 мл/мин. Промывали колонку 5 мин при 5% фазы Б, линейно увеличивали концентрацию фазы Б до 70% с 5 до 45 мин, затем линейно увеличивали концентрацию фазы Б до 99% с 45 до 48 мин, после 6 минутной промывки при 99% буфера Б, концентрацию этого буфера линейно снижали до исходных 5% за 1 мин, промывали колонку 5 минуты при концентрации буфера Б 5%. Общая длительность анализа составляла 60 мин. Объем наносимой пробы 2 мкл. Температура колонки: 60 оС. 
Для масс-спектрометрического анализа были установлены следующие параметры настроек: напряжение на эмиттере 4.5 кВ, температура капилляра 320°C. Панорамное сканирование проводили в режиме измерения положительных ионов в диапазоне масс от 100 m/z до 1200 m/z, при разрешении 70,000. При тандемном сканировании разрешение устанавливали 17500 в диапазоне масс от 50 m/z до верхней границы, которая определяется автоматически исходя из массы прекурсора. Изоляцию прекурсорных ионов проводили в окне ± 1.2 m/z. Максимальное число разрешённых для изоляции ионов в режиме MS2 было установлено как не более 10, при этом граница отсечения для выбора прекурсора для тандемного анализа была установлена как 5*104 единиц, а нормализованная энергия соударения (NCE) изменялась ступенчато: NCE = 10, NCE = 35, NCE = 60, с усреднением получаемых спектров фрагментов от соответствующего прекурсорного иона. Для тандемного сканирования учитывали только ионы z = 1+. Максимальное время накопления для прекурсорных ионов и для фрагментных ионов составило 50 мс. Величину AGC для прекурсоров и фрагментных ионов устанавливали 1*106 и 2*105, соответственно. Все измеренные прекурсоры динамически исключались из тандемного MS/MS анализа на 8 с.
[bookmark: _GoBack]Полученные RAW-файлы конвертировались в формат MGF с помощью приложения MSconvert (ProteoWizard 3.0). Идентификация метаболитов проводилась с помощью программного обеспечения Compound Discoverer 2.0 (Thermo Scientific) по базе данных mzCloud с точностью m/z = 5 ppm.
Полученные спектры визуализированы в программе Xcalibur QualBrowser (Thermo Scientific). Общий вид хроматограмм по полному ионному току для образцов представлен на рисунках 1-5.
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Рисунок 1 – Хромато масс–спектрометрический анализ образца 17-02-Alter, хроматограмма полного ионного тока (TIC)
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Рисунок 2 – Хромато масс–спектрометрический анализ образца 17-02-Notophoma, хроматограмма полного ионного тока (TIC)
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Рисунок 3 – Хромато масс–спектрометрический анализ образца 17-02-Gordonia, хроматограмма полного ионного тока (TIC)
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Рисунок 4 – Хромато масс–спектрометрический анализ образца 17-02-Exobas, хроматограмма полного ионного тока (TIC)
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Рисунок 5 – Хромато масс–спектрометрический анализ образца 1-K-NaCL, Arabidopsis, хроматограмма полного ионного тока (TIC)

В результате биоинформатической идентификации субстанций были определены около 250 наиболее вероятных метаболитов (07032023_Kiselev_mzCloud.xlsx). 
Резюме
Заказчику переданы RAW-файлы (спектры ВЭЖХ-МС/МС от масс-спектрометра), MGF-файлы (список m/z и их фрагментов), XLS-файлы со списками детектируемых m/z и и идентифицированных субстанций по mzCloud. 
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