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Hmotnhostni spektrometrie( ass S pectrometry)

Fyzikalne-chemicka metoda
* vyuziva separace urychlenych ionizovanych Castic ve vakuu
podle jejich hmotnosti pfi jejich prichodu magnetickymi a
elektrickymi poli

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

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

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

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



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

e

MH[1] Average of 11.668 to 11.694 min.: STDMIX3.D (-}
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- tfi funkeni celky:

lontovy zdroj - ionizace neutralnich molekul mérené smeési:
molekula analytu je pfevedena do plynné faze (do vysokého vakua)
ziskava charakteristicky naboj

lontovy separator

rozdéleni iontc FGZHYCh Schéma hmotnostniho spektrometru

hmotnosti -
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vakuovanym prostorem lze chromatograf -. | sevarttar
vypocitat jeho m/z f}gﬂ;ﬂf :

Direct Insertion

D ete ktO r (Infussion) Probhe
detekce iontl po jejich MALDT desticka
separaci podle hodnoty m/z

urceni relativni intenzity
(Cetnosti) jednotlivych iontu

valkuum




@ Existuje cela rada ionizaCnich technik
| Cil: vytvoreni nabité Castice, ktera je nasledné analyzovana
| Pouzita technika zalezi na - charakteru analyzovanych latek

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

GC/MS: LC/MS, CE/MS,
- Elektronova ionizace El MS s pfimym nastfikem
- Chemicka ionizace CI - Elektrospray ESI MALDI
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Elektronova ionizace, El

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

- Z molekuly pfi srazce s paprskem
elektronu odtrzen elektron

- molekula ziskava kladny naboj

- Nasledna fragmentace (rozpad)
molekuly prebytkem energie

El - tvrda ioniza€ni 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

Wolfram.
vidkno

- Elektronouy ~ papreek




CH;OH + 1 delkiron —> CH;OH™ + 2 eleldrony

Molebulov § domt

CH;OH" — CH,OH" + H
CH;OH — CH;0" +H
CH;OH" — CH;" + OH

10 20 a0

hmotnost / naboj [m/z)
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Chemicka ionizace CI

m ,MEkKCi“ varianta elektronové ionizace

- Do iontového zdroje privadén ionizacni plyn (pf.metan)
— proud elektront ionizuje nejdfive molekuly tohoto plynu
— tyto teprve predavaji energii molekule analytu
— Setrngjsi, nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci

Endosulfan | (MW = 404): El and methane NCI Srovnani hmotnostniho
Scan 144 (17 733 i) PESTORD spektra s elektronovou
196 41 . . ., .
jonizaci a chemickou
jonizaci

| 338371 gg7 406417429 449

£ 300 350 450
Scan 1464 (11.133 min). PEST04.D

methane NCI, 150 C source

71 82 99 113124136748 169 183 20621923q), 254 270 284




Vstup vzorku z HPLC

Elektrospray ionizace, ESI

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

Mékka ioniza€ni 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 laserového zareni ve VIS nebo blizké UV oblasti

@ Roztok nakapnut a vysusSen (vykrystalizovan) na MALDI destiCce

@ Pulzni ozafeni smésnych krystall zableskem laseru
— prudkeé odpareni latek do vakua
— ionizovana matrice strhava sebou molekulu analytu a ionizuje ji
— ionty urychleny stejnosmérnym elektrickym polem do TOF analyzatoru

lasarovy papreak

malekula wvzorku

krystaly matnice
deska se vzorkem




MALDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

= Velmi mekka, setrna technika
— i pro vysokomolekularni latky
(proteiny, peptidy, oligosacharidy,

nukleotidy)
= lonty dale separovany it A
analyzatorem TOF sy N ) _
Matri ce a-cyano-4-hydroxy- 3, 5-dimethoxy-4-hydroxy- 2,5-dihydroxy-

cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid

Spotovaci desticka




MS — separace iontu

lontovy separator: rozdéleni iontu riznych hmotnosti
— ion je urychlen
— z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem Ize 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 skutecCnosti, ze draha nabité Castice se v
magnetickém poli zakfivuje tim vice, Cim ma vysSi naboj a nizsi hmotnost

= Malé molekuly — pouze GC/MS (EI)

= Velmi presny, ve své moderni verzi velmi nakladny (v klin. biochemii neni
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Hmotnostni spektrometr: drahy

Elektronowy paprsek fragmentuje molekuly latek v phmném stavu za vzniku
pozitivmich iontu. lonty jsou urychleny elektrickymn polem a prolétaiji
magnetickymn polem, Kde se jejich drahy zakrnaji.




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

Pri vhodné kombinaci obou slozek napéti prochazi kvadrupolem pouze
ionty o urCitém pomeéru 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

o v .
. Stejnosméme a
zdroj 1

stiidavé napéti




Deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zakladé doby ejich letu
evakuovanou trubici

rychlosti letu zavisi na hodnotach efektivni hmotnosti m/z
- lehC€i molekula leti rychleji

Linearni nebo reflektronovy mod (reflektron - vySsi rozliSovaci schopnost)

regulace

hiranal intenzity -

g lasery . ..
.I"" raflektoroy

reflektor linesrmi
detekior

N L (iontave zreadio)  detektor
deska g L SRR

s& wiorkem .

¥
’
J
J
J
o
e ]

. R =
& ks
‘ daflektan
ntovE

urychlovaci bréng -
napéti

glekiricks wakuowe
CoCky pUmpy




@ TOF - teoreticky neomezeny rozsah hmotnosti, pro které se da pouzivat
— Vv praxi se mu dava prednost pouze pro velké molekuly

@ V kombinacis MALDI, ESI
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lontove pasti

@ stejné fyzikalni principy jako kvadrupal
— regulace pohybu iontu v urcitém prostoru elektrickymi poli
ionty se pohybuji po urCitou dobu v prostoru iontoveé pasti
vypuzovany z pasti selektivnhé podle hodnoty m/z

12 mm

R, =4 mm e
Hyperbolic Rods 12 s
X, =4.76 mm

Y,=4mm

Back
Section

Center ™_
Section

_| ront Slot: 30 mm x .25 mm
Section




- 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
- kaskadovy efekt - velké mnozstvi elektronu
- detekce
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Detekce - hmotnostni spektrum

5b[1] Average of 11.668 to 11.694 min.: STDMIX3.D (-)

= Skenovaci mod = zobrazi
vSechny fragmenty
zvoleného rozmezi m/z

359 372382 40

= SIM mad (Selection lon
Monitoring) — zpusob, kdy -
pristroj registruje pouze -
nékolik zvolenych fragment(i |l
(zvySeni citlivosti) -

150000

100000




MS/MS - 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 kvadrupdl QqQ:
Prvni kvadrupol vybira prekursorovy ion

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

Posledni kvadrupdl analyzuje fragmenty

L Vzorek Pozn.: QqQ v kombinaci s ESI
| (pfimy nastfik) se pouziva pro
. . novorozenecky screening
1.kvadrupol Kolizni cela 2.kvadrupol

(fragmentace)

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




Kvantifikace latek -

E |

IST pro stanoveni urcité latky - analogicka slouc¢enina nebo homolog
— co nejpodobnéjsi chemicko-fyzikalni vliastnosti jako stanovovana latka
— latka, ktera se v puvodnim 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 vzorku ve stejné koncentraci

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

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

nejpresnéjsi postup:

(YAIBrCH3 miz = 94
(8118rCH3 miz = 96

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




pbundance
| [

(ras Chromatogram I Peak 1 Mass Spec
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Peak 2 Mass Spec
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Analyza neznamych slozek smési
- hmotnostni spektrum pro kazdou
slozku smési it | :

- porovnani s databazi spekter
v pocitaci - identifikace

Potvrzeni Ci vylou€eni metabolitu,
které svedci pro urcité metabolické
onemocneni

Kvantifikace urcitych metabolitl
Toxikologie — léky, drogy, alkohol

10000
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59 | |
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Toxikologické analyzy
Farmakokinetické studie, stanoveni léku
Proteomika / metabolomika

Stanoveni Iékd LC/MS (LC/MS/MS)

| Cyclosporine D (ISTD) . =236 min
miz: 1238.8-> 1126.5 ™

i Cyclosporine A ; ;
miz:1224.8 > 11125 I thet = 2.28 min

the = 2.04 min

tre = 2.02 min

tge = 1.98 min

" | Ascomyein (ISTD)
‘11 miz: 814.5-=604.2

Pozn.: pfFistroj registruje pouze dva fragmenty typické
pro danou molekulu (=selektivni zaznam iontl = Selection
lon Monitoring = SIM)



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

Elektrosprejova & o
ionizace -y | Hmotnostni Hmotnostni

| > analyzator > Kolizni cela —3 analyzator

)

Reakcni
SMes

Novorozenecky screening dédiénych poruch metabolismu

- Stanoveni markeru dédi¢nych poruch metabolismu aminokyselin
a mastnych kyselin ze suché krevni

kapky (15 rtznych metabolickych poruch,
napf. fenylketonurie)
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Pfiklady pouziti - MALDI-TOF

[Cytochrome CJ+

Analyza biomolekul
— proteiny

— peptidy

— oligosacharidy
— nukleotidy...

[eq. Myoglobin]+
[Ubiquitin]+

Relative Abundance

|dentifikace mikroorganismu

po extrakci proteinl z bakterii nebo i
metodou celych bunék

MALDI - IMS (imaging mass spectrometry) zobrazeni rozloZeni proteina i
nizkomolekularnich latek ve tkanich pfimou ,in-situ“ analyzou

miz 14836

B

n
miz 13777




SELDI — Surface Enhanced Laser Desorption lonization

Analyza proteinll pomoci vazby na predpripraveny povrch pevné faze
proteinového Cipu

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

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

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

Vzorek komplexni
smeési proteinul Ize
analyzovat souCasné
_ na nekolika riznych
Vihér povrchu Aplikace vzorku Vemyti nenavizanjch ~ Spotsvrstou sorbentech, aby byly
slozek proteind __ navazany veskeré
proteiny ze vzorku

Cipy mohou byt
| vyrobeny dle
A pozadavku zakaznika

Spot po opakované analyze Finalni spekirum




Deéekuji za pozornost...




