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Hmotnostni spektrometrie( ass - pectrometry)

Fyzikalneé-chemicka metoda
* Vvyuziva separace urychlenych ionizovanych castic ve vakuu
podle jejich hmotnosti pri jejich prlchodu magnetickymi a
elektrickymi poli

MS vyvinuta pocCatkem 20.stoleti,
» v klinické biochemii - jiz nekolik desetileti
- identifikace a stanoveni nizkomolekularnich latek na zakladé méreni

hmotnosti jejich molekul (detekce latek ve spojeni s plynovou
chromatografii)

Prvni polovina 90. let 20.stoleti - nové techniky
umoznily vyuzivat metodu i pro latky vysokomolekularni

MS - nejdynamictéji se rozvijejici metodika souCasné biochemie
vedle metod molekulové genetiky



Vystup MS - hmotnostni spektrum
- Carovy diagram
- vodorovna osa - hodnota m/z (hmotnost / naboj iontu)
- svisla osa - odezva detektoru nebo relativni zastoupeni daného iontu




- tfi funkcni celky:

lontovy zdroj - ionizace neutralnich molekul mérené smesi:
molekula analytu je pfevedena do plynne faze (do vysokeho vakua)
ziskava charakteristicky naboj

lontovy separator

rozdéleni iontt I'lOJZH}'/Ch Schéma hmotnostniho spektrometru

hmotnosti -
ion je urychlen o ‘
z charakteru jeho pohybu Plsmovs (Il
vakuovanym prostorem lze chromatograf > separator
vypoditat jeho m/z f;ﬂﬂ;‘l’jf

Direct Insertion

Dete ktO r (Infussion) Prohe

detekce iontl po jejich MALDI desticka
separaci podle hodnoty m/z

urceni relativni intenzity
(Cetnosti) jednotlivych iontu

valtuum




b Existuje cela rada ionizacCnich technik
B Cil: vytvofeni nabité Castice, ktera je nasledné analyzovana
o Pouzita technika zalezi na - charakteru analyzovanych latek

GC/MS:
- Elektronova ionizace El
- Chemicka ionizace CI

Vstup | vzorku

> Elektronovy - paprsek r

- separacni metodé, na kterou je MS napojen
(GC/MS, LC/MS, bez napojeni na separaci)

LC/MS, CE/MS,
MS s primym nastrikem
- Elektrospray ESI MALDI (SELDI)

Vstup vzorku z HPLC

Laserovy paprsek

Hmotnostni anahyzator
TOF

" Desorpce ionti

Vzorek s matrici je
vykrystalizovan na nosné desce



Elektronova ionizace, El

@ |ontovy zdroj - ionizace molekul analytu
v plynném stavu pomoci proudu elektronu

- Z molekuly pfi srazce s paprskem
elektront odtrzen elektron

- molekula ziskava kladny naboj

- Nasledna fragmentace (rozpad)
molekuly prebytkem energie

El - tvrda ionizacni technika (fragmentace)

- fragmenty rozdéleny v dalSi Casti
analyzatoru dle hodnoty m/z a detegovany

- separace magnetickym analyzatorem,
kvadrupolem

- Pouze pro teplotné stalé nizkomolekularni
latky (50 — 800 Da)

- Dalton — jednotka molekulové hmotnosti

Vstup | vzorku
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CH:OH + 1 dekiron —= CH;OH" + 2 elektrony
M oleloubov § sond

CH;OH" — CH,OH' + H
CH;,OH" — CH;O" +H
CH;OH" — CH;" + OH

10 20 30 40 - Hmotnostni spektrum
hmotnost / naboj {m/z) metanolu




Chemicka ionizace CI

m ,MekcCi“ varianta elektronové ionizace
- Do iontového zdroje pfivadén ionizacni plyn (pf.metan)
— proud elektrond ionizuje nejdfive molekuly tohoto plynu

— tyto teprve predavaji energii molekule analytu
— SetrnéjSi, nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci
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V=tup vzorku z HPLC

Elektrospray ionizace, ESI

Eluat prochazi kapilarou, na ni vlozeno
vysoke napéti
vznika sprej vysoce nabitych kapicek
nasledny postupny odpar rozpoustédla
vznikaji ionty (i vicenasobné nabite)
jsou dale separovany (kvadrupol, TOF)

Mékka ionizacni technika (bez
fragmentace)

Vhodné pro nizko- i vysokomolekularni latky
(peptidy, sacharidy, proteiny, nukleové
kyseliny,...)




atrix-Assisted Laser Desorption lonization - MALDI

@ Vzorek v roztoku smichan s matrici
— matrice - derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin
- absorbuji energii laseroveho zareni ve VIS nebo blizke UV oblasti

@ Roztok nakapnut a vysusen (vykrystalizovan) na MALDI desticce

@ Pulzni ozafeni smésnych krystalt zableskem laseru
— prudké odpareni latek do vakua
— Ionizovana matrice strhava sebou molekulu analytu a ionizuje |ji
— ionty urychleny stejnosmérnym elektrickym polem do TOF analyzatoru

lasaroyy papreak

malakula vzorku

krystaly matrice
daska se vzorkem




MAVLDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

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

nukleotidy)
= lonty dale separovany .
i o PTG ]
analyzatorem TOF PERGER SN ¢ |
Matrice o-cyano-4-hydroxy- 2, 5-dimethoxy-4-hydroxy- 2,5-dihydroxy-

cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid

Spotovaci desticka




MS — separace iontu

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

Magneticky sektorovy analyzator
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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)

Elektronowy

Tezsiionty -
paprsek ty

mensi zakiiveni
Elektroda oY . drahy .

Vzorek : Paprsek
pozitimich

Lehci
iontii ze lonty -

vetsi
zakriveni Detektor

Hmotnostni spektrometr: drahy

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

vzorku



Konstrukce - 4 kovove tyCe, na né vlozeno stejnosmeérné a stridaveé napeti
lonty, které viétnou do prostoru mezi tyCemi, zacnou oscilovat

Pri vhodné kombinaci obou slozek napeti prochazi kvadrupolem pouze
ionty o ur€itém poméru m/z

zmenou 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,...),
— pouze pro menSi molekuly

Detektor

Resonant ion
Nonresonant ion #

Tontovy

. .
. Stejnosmérne a
zdroj 1

stifidavé napéti




Deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zaklade 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)
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@ TOF - teoreticky neomezeny rozsah hmotnosti, pro které se da pouzivat
— Vv praxi se mu dava prednost pouze pro velké molekuly

@ V kombinaci s MALDI (SELDI), ESI




lontove pasti

stejné fyzikalni principy jako kvadrupol

— regulace pohybu iontu v urcitem prostoru elektrickymi poli
jonty se pohybuji po urCitou dobu v prostoru iontove pasti
vypuzovany z pasti selektivne podle hodnoty m/z
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- detekce iontu po jejich separaci podle hodnoty m/z
- urceni relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontu

Elektronovy nasobic - série dynod se vzrustajicim
potencialem

- ion narazi na povrch prvni dynody - emise elektronu

- po jeho dopadu na dalsi dynodu - vicenasobna emise
- kaskady efekt - velké mnozstvi elektronu
- detekce

konverznd dymoda

Fotonasobic¢ '
v ’ Y " v ’ v fanty 2 i-
- pfed vlastnim fotonasobi¢em umisténa amabyzitons  fastorovd
fosforova desticka S
- na ni dopadaji Castice z konverzni dynody N ohako

/
Folmela /" | Dyl j A

- emise fotonu

- fotony dopadaji na fotokatodu -~

- fotoelektricky jev - emise elektronu },L.__,_J i N
- el’ektrqrjy zmnozeny stejne jako v elektronovém vl IR S SR |
nasobici g _

Ediey . +



MS/MS - ionty podrobeny dvéma hmotnostnim analyzam (zapojeni dvou Ci vice
iontovych separatoru v tandemu)

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

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

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

Posledni kvadrupdl analyzuje fragmenty

Rz Pozn.: QqQ v kombinaci s ESI

. . 1.kvadrupél Kolizni cela
A

(pFimy nastfik) se pouziva pro
novorozenecky screening

(fragmentace)

- Obdobné TOF-TOF analyzator
- Hybridni Q-TOF analyzator
(kvadrupol — TOF)




Kvantifikace latek -

a

IST pro stanoveni urcité latky - analogicka slouc¢enina nebo homolog
— co nejpodobnéjsi chemicko-fyzikalni vlastnosti jako stanovovana latka
— latka, ktera se v plvodnim zkoumaném vzorku nevyskytuje

IST se pfidava do vzorku jiz na zaCatku zpracovani
— pro potlaceni vlivu matrice ¢i kontaminace na ucinnost ionizace analytu

IST se pfidava do vSech vzorkl ve stejné koncentraci

Z MS spektra se po analyze vyhodnocuje pomeér intenzit fragmentu typickych pro
stanovovanou latku a IST

Pozn.: Pro kvantifikaci je vhodné pouziti selektivniho zaznamu iontt (SIM — Selection
lon Monitoring) — zpusob, kdy pfistroj registruje pouze nékolik zvolenych fragmentu
(zvySeni citlivosti)

nejpresngjsi postup:

(rABrCHI miz = 94
(81)8rCH3 mfz = 96

IST - izotopicky znaCeny standard
stanovovane latky
- identické chemicko-fyzikalni vlastnosti
- nejCastéji deuterovany




Abundance

(ras Chromatogram Peak 1 Mass Spec
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Analyza neznamych slozek smesi

- hmotnostni spektrum pro kazdou
slozku smeési

- porovnani s databazi spekter Wl LA L L L L

8.00 1000 1200 1400 16.00

v pocitaci - identifikace

Potvrzeni ¢i vylouceni metabolitu,
které sveédcCi pro urcité metabolické
onemocneéni

Kvantifikace urcitych metabolitt
Toxikologie — leky, drogy, alkohol




Toxikologické analyzy
Farmakokinetické studie, stanoveni leku
Proteomika / metabolomika

Stanoveni leka LC/MS (LC/MS/MS)

tiet = 2.36 min

foe = 2.04 min

to = 2.02 min

tpe = 1.98 min

"1 Ascomyein(ISTD)
1 m/z: 814.5-> 604.2 trg = 1.96 min

Pozn.: pristroj registruje pouze dva fragmenty typické
pro danou molekulu




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

Elektrosprejova o
ionizace PR Hmotnostni Hmotnostni

_ S
| ? analyzator > Kolizni cela 3 analyzator

Reakéni
Smas

Novorozenecky screening dedicnych poruch metabolismu
- Stanoveni koncentraci aminokyselin
a acylkarnitint v eluatu ze suché krevni
kapky (10 riznych metabolickych poruch,
napr. fenylketonurie)




SELDI — Surface Enhanced Laser Desorption lonization

Analyza proteinil pomoci vazby na predpfipraveny povrch pevné faze
proteinového Cipu

Povrch Cipu - tvoreny protilatkou, receptorem, ligandem, chemickou upravou

Po naneseni vzorku - navazani proteint k povrchu adsorpci, elektrostatickou
interakci, na afinitnim principu,...

Promyti mikroCipu - odstranéni nenavazané slozky
Analyza — viz MALDI - TOF

Vzorek komplexni
smeési proteinl Ize
analyzovat soucasné
na nékolika riznych

Vvbhér povichu .‘\p].ikal:l! vzorku V}"mj,'ﬁ mm-a'zanﬁch Spot s vrstvou SO rbe nteCh y a by byly
slozek proteinid

navazany veskeré
proteiny ze vzorku

Cipy mohou byt
vyrobeny dle
pozadavku zakaznika

!
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Finalni spektrum




I za pozornost

Dékuji
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