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Hmotnostni spektrometrie( ass Spectrometry)

fyzikalné-chemicka metoda, vyuziva separace urychlenych ionizovanych
¢astic ve vakuu podle jejich hmotnosti pfi jejich prichodu magnetickymi a
elektrickymi poli.

MS vyvinuta poCatkem 20.stoleti, v klinické biochemii se uziva jiz nékolik
desetileti pro identifikaci a stanoveni nizkomolekularnich latek na zakladé
méreni hmotnosti jejich molekul (detekce latek ve spojeni s plynovou
chromatografii)

V prvni polovine 90. let Elektronowy
20.stoleti - nové techniky, popreek
které umoznily vyuzivat
metodu i pro latky
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metod molekulové g eneti ky) magnetickym polem, kde se jejich drahy zakifvuii.




Hmotnostni spektrum

Vystupem MS je hmotnostni spektrum — Carovy diagram, na jehoz vodorovneé

ose je hodnota m/z (hmotnost / naboj iontu) a na svislé ose odezva detektoru
nebo relativni zastoupeni daného iontu:

4dlr1] Average of 11.668 to 11.694 min.: STDMIX3.D (-)
Abundance




Hmotnostni spektrometr

Slozeny ze tfi funkénich celku:

lontovy zdroj: ionizace neutralnich molekul merené smési: molekula analytu
je prevedena do plynné faze (do vysokeho vakua), pficemz ziskava
charakteristicky nabo;.

lontovy separator: rozdéleni Schéma hmotnostniho spektrometru
iontd riznych hmotnosti - ion
je urychlen a z charakteru

jeho pohybu vakuovanym s

prostorem lze vypocitat pomer Plynovy

jeho hmotnosti a naboje m/z chromategral
Kapalinovy
chromaigraf

Detektor: detekce iontu po Direct Insertion

. e . ({Infussion) Prohe

Jejich separaci podle hodnoty MS————

m/z a urCeni relativni intenzity
(Cetnosti) jednotlivych iontu

vakuum




Iontovy Zdroj - 1onizaéni techniky

a Existuje cela fada ionizacCnich technik, cilem je vzdy vytvorit nabitou
castici, ktera je nasledne analyzovana

E Pouzita ionizacCni technika zalezi na tom, na jakou separacni metodu je
MS napojen (GC/MS, LC/MS, bez napojeni na separacni techniku)

GC/MS: LC/MS, CE/MS,
- Elektronova ionizace EI MS s prfimym nastrfikem
- Chemicka ionizace CI - Elektrospray ESI MALDI (SELDI)

Vstup | (vForku ¥etup vzorku z HPLC

Laserovy paprsek

Wolfram.
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Vzorek s matrici je
vykrystalizovan na nosné desce




Vstup | vzorku

Elektronova ionizace, El

@ V iontovém zdroji dochazi k ionizaci
molekul analytu v plynném stavu pomoci
proudu elektronu:

= Elektronowvy — paprsek

- Z molekuly je pfi srazce s paprskem
elektront odtrzen elektron (molekula
ziskava kladny naboj)

- Nasledné dochazi k fragmentaci
(rozpadu) molekuly prebytkem energie

El - tvrda ionizacni technika (fragmentace)

m fragmenty jsou rozdéleny v dalSi Casti
analyzatoru podle hodnoty m/z a
detegovany (separace magnetickym
analyzatorem, kvadrupolem)

® Pouze pro teplotne stalé
nizkomolekularni latky




Chemicka ionizace CI

JMeékci“ varianta elektronové ionizace

Do iontového zdroje je pfivadén ionizaéni plyn (pf.metan). Proud elektronu
ilonizuje nejdrive molekuly tohoto plynu a tyto teprve predavaji energii
molekule analytu — Setrn€jSi, nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci
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Vstup vzorku z HPLC

Elektrospray ionizace, ESI

= Eluat prochazi kapilarou, na niz je
vlozeno vysoké napeéti — vytvari se sprej
vysoce nabitych kapiCek. Naslednym
postupnym odparenim rozpoustédla
vznikaji ionty (i vicenasobné nabite), jsou
dale separovany (kvadrupdl, TOF)

= Meékka ionizacni technika (bez
fragmentace)

= Vhodny pro nizkomolekularni i
vysokomolekularni latky (peptidy,
sacharidy, proteiny, nukleové kyseliny,...)




MALDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

@ Vzorek je v roztoku smichan s matrici - derivaty nizkomolekularnich
aromatickych kyselin, které mohou absorbovat energii laseroveho zareni ve
viditelné nebo blizké ultrafialové oblasti. Roztok je nakapnut a vysusen
(vykrystalizovan) na MALDI destiCce.

® Po pulsnim ozareni smésnych krystalt zableskem laseru se latky prudce
odpari do vakua - ionizovana matrice strhne sebou molekulu analytu a
ionizuje ji, ionty studovanych latek se pak jiz pohybuji samostatne,
urychleny stejnosmérnym elektrickym polem do TOF analyzatoru

aserovy paprsox

molekula vZorku

‘

xrystaly matnce
deska s@ vzorkem




MAVLDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

= Velmi mékka, Setrna technika
— i pro vysokomolekularni latky
(proteiny, peptidy, oligosacharidy,

nukleotidy)

= lonty jsou dale separovany

analyzatorem TOF

Spotovaci desticka

Matrice

2.5-dihydroxy-
cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid



MS — separace iontu

lontovy separator: rozdéleni iontt riznych hmotnosti - ion je urychlen
a z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem lze vypocitat pomer
jeho hmotnosti a naboje m/z

Kvadrupal

Magneticky sektorovy analyzator

Elektroda ( Magnet
Eﬁr:;g:ﬂw ] Téz&i lonty -
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Elektroda Y = drahy
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Magneticky sektorovy analyzator

= Nejdéle pouzivany a nejlépe prozkoumany, stale se vyviji

= Klasicky typ detektoru, vyuziva skutecnosti, ze draha nabité Castice se v
magnetickém poli zakfivuje tim vice, ¢im ma vySSi naboj a nizSi hmotnost.

= Malé molekuly — pouze GC/MS (EI)

= Velmi pfesny, ve své moderni verzi velmi nakladny (v klin. biochemii neni

bézné pouzivany)
o ] Elektroda ‘ Magnet
pa"'m;g:““'-‘.’ - Tézéi ionty -
\ mensi zakiiveni

Elektroda

Vzorek Paprsek
pozitimich Lehci
iontil ze onty -
vZorku "Ets._.'_ "
zakriveni Detektor

Hmotnostni spektrometr: drahy

Elektronowy paprsek fragmentuje molekuly latek v phymném stavu za vzniku
pozitimich iontu. lonty jsou urychleny elektrickymn polem a prolétaji
magnetickym polem, kde se jejich drahy zakrivuji.




Kvadrupol

Konstrukéné se jedna o 4 kovové tyCe pfipojené ke zdrojum stelnosmérného
a stfidavého napéti. lonty, které viétnou do prostoru mezi tyCemi, zacnou

oscilovat

Pri vhodné kombinaci obou slozek napéti projdou kvadrupolem pouze ionty o
urCitém pomeéru m/z (zménou vkladanych napéti je mozné nechat projit
kvadrupolem postupné ionty v celém rozsahu m/z)

Lze pouzit pro GC/MS i LC/MS (v kombinaci s El, Cl, ESI,...), pro LC/MS
vSak pouze pro mensi molekuly

Detektor

Resonant ion

Nonresonant ion

Tontovy

i v
. Stejnosmérné a
zdroj 1

stiidavé napéti




TOF — analyzator ,,Time of Flight* (praletovy)

= Deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zakladé doby jejich letu
evakuovanou trubici - rychlosti letu zavisi na hodnotach efektivni hmotnosti
m/z — lehCi molekula leti rychleji

= Linearni nebo reflektronovy mod (reflektron - vyssi rozliSovaci schopnost)

regulace
irbenzity -,

laseru .
daska ) I'L

=
—
|
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TOF — analyzator ,,Time of Flight“ (pruletovy)

@ TOF ma teoreticky neomezeny rozsah hmotnosti, pro které se da pouzivat,
v praxi se mu vSak dava prednost pouze pro velké molekuly

m V kombinaci s MALDI (SELDI), ESI

.|
e |
|




Detektor

detekce iontu po jejich separaci podle hodnoty m/z
a urceni relativni intenzity (€etnosti) jednotlivych iont

= Elektronovy nasobic¢ obsahuje sérii dynod se vzrustajicim
potencialem. lon narazi na povrch prvni dynody, dojde
k emisi elektronu. Po jeho dopadu na dalSi dynodu dojde
k vicenasobné emisi. Kaskadovitym efektem vznikne velké
mnozstvi elektrond, které jsou detekovany.

konverznd dymoda

= Fotonasobic

Pred vlastnim fotonasobiCem je umisténa ,,.:jﬂf;';fﬁ!u g e

fosforova desticka. Na ni dopadaji Castice e i

z konverzni dynody a dochazi k emisi

fotonu. Ty dopadaji na fotokatodu, kde .
fotoelektrickym jevem dojde k emisi ‘E% N W
elektronu. Ty jsou dale zmnozeny stejné ;m sl o S
jako v elektronovém nasobici. cebuors P U g R
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Tandemova hmotnostni spektrometrie, MS/MS

= Pfi MS/MS jsou ionty podrobeny dvéma hmotnostnim analyzam (zapojeni dvou
Ci vice iontovych separatort v tandemu)

= MS/MS umoznuje rychlou analyzu bez pouziti separacnich metod (GC, LC) ve
slozité matrici, velice citliva metoda

Standardné napf. trojity kvadrupol QqQ:
Prvni kvadrupdl vybira prekursorovy ion

Ve druhé Casti - kolizni cele - probiha fragmentace prekursoroveho iontu
(srazkou iontu s atomy inertniho plynu)

Posledni kvadrupdl analyzuje fragmenty

v Vzorek Pozn.: QqQ v kombinaci s ESI
(pFimy nastfik) se pouziva pro
. . novorozenecky screening
1.kvadrupoél Kolizni cela 2.kvadrupél

. (fragmentace)
L - % - Obdobné TOF-TOF analyzator
| E®BD  _ Hybridni Q-TOF analyzator
,, QO

(kvadrupol — TOF)



Priklady pouziti — GC/MS

Pro analyzu neznamych slozek
smeési: pro kazdou slozku smesi se
ziska hmotnostni spektrum, které se
porovna s databazi spekter v pocitaci
a takto se dana slozka identifikuje

Potvrzeni €i vylou€eni metabolitu,
které svédci pro urcité metabolické
onemochéni

Kvantifikace urcitych metabolitl
Toxikologie — léky, drogy, alkohol

Ukazka — organicke kyseliny v moCi —» —




Priklady pouziti - LC/MS, LC/MS/MS

= Toxikologicke analyzy
=  Farmakokinetické studie, stanoveni IékU
=  Proteomika / metabolomika

Stanoveni Iéku LC/MS/MS

" Cyclosporine D (ISTD)
mfz; 1238.8->1126.5

ISR s

" 1| Ascomyein (ISTD)
l L i o = 1.96 min



Priklady pouziti — MS/MS

- MS/MS analyza bez pouziti separacni metody (GC, LC)
- usporadani ESI — trojity kvadrupol:

Elektrosprejova o o

: | Hmotnostni L Hmotnostni
o | —> analyzator — > Koliznicela == 5o zator

ionizace

=,

e Ty =

Novorozenecky screening dedicnhych poruch metabolismu

- Stanoveni koncentraci aminokyselin
a acylkarnitini v suché krevni kapce
(10 rdznych metabolickych poruch,
napr. fenylketonurie)




MALDI - TOF - TOF

Analyza neznamého proteinu:

= Protein (vyseparovany ze smesi napr. dvourozmernou ELFO) se rozstépi
enzymem (napf. trypsinem) na smés peptidu.

= Smeés peptidu se necha vykrystalizovat s matrici na MALDI destiCce

= Prvni TOF analyzator vybira
prekursorovy ion, ktery vstupuje do
kolizni cely. V kolizni cele dojde k
fragmentaci iontu - peptidu na
jednotlivé aminokyseliny (srazkou
iontu s atomy inertniho plynu) a
spektrum fragmentd je méreno
druhym TOF analyzatorem.




SELDI — Surface Enhanced Laser Desorption lonization

Analyza proteintl pomoci vazby na predpfipraveny povrch pevné faze

proteinového Cipu

Povrch Cipu muze byt tvofeny protilatkou, receptorem, ligandem, muaze byt

chemickym zpUsobem upraveny

Po naneseni vzorku se proteiny navazou k povrchu adsorbci, elektrostatickou

interakci, na afinitnim principu,...
Promytim mikroCipu se odstrani nenavazané slozky
Analyza — viz MALDI - TOF

4
Vahér povrchu Aplikace vzorku Vymyti nenavizanych Spot s vrstrou
sloiek proteini

Spot po opakovane analyze Finalni spekitrum

Vzorek komplexni
smési proteint muze
byt analyzovan
soucasne na nekolika
riznych sorbentech,
aby byly navazany a
analyzovany veskeré
proteiny ve vzorku
Cipy mohou byt
vyrobeny dle
pozadavku zakaznika



t...

ji za pozornos

Deku




	Hmotnostní spektrometrie
	Hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry)
	Hmotnostní spektrum
	Hmotnostní spektrometr
	Iontový zdroj - Ionizační techniky
	Elektronová ionizace, EI
	Chemická ionizace CI
	Elektrospray ionizace, ESI
	MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 
	MALDI - Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
	MS – separace iontů
	Magnetický sektorový analyzátor
	Kvadrupol
	TOF – analyzátor „Time of Flight“ (průletový)
	TOF – analyzátor „Time of Flight“ (průletový)
	Detektor�detekce iontů po jejich separaci podle hodnoty m/z �a určení relativní intenzity (četnosti) jednotlivých iontů
	Tandemová hmotnostní spektrometrie, MS/MS  �
	Příklady použití – GC/MS
	Příklady použití - LC/MS, LC/MS/MS
	Příklady použití – MS/MS
	MALDI - TOF - TOF
	SELDI – Surface Enhanced Laser Desorption Ionization
	Děkuji za pozornost …

