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CHROMATOGRAEIE

Separacni (délici) metoda a sou€asné
Analyticka metoda - poskytuje kvalitativni a kvantitativni informaci o vzorku

Vyuziva distribuce latek mezi dvé vzajemné nemisitelné faze

« Stacionarni (nepohyblivou), SF — pevna latka nebo na povrchu pevné latky
fixovana kapalina

* Mobilni (pohyblivou), MF — kapalina nebo plyn
Faze = homogenni ¢ast heterogenniho systemu oddélena od okoli fazovym rozhranim

MF proudi pres nosic nebo kolonu obsahujici SF
Distribuce komponent smési mezi obé faze dle rozdilné afinity ke SF, MF
= jednotlivé slozky smési prochazeji systémem rtiznou rychlosti:

» latky s vysSi afinitou ke SF migruji pomaleji
 latky s nizsSi afinitou ke SF migruji rychleji

Objevitel - rusky botanik Cvét

— prelom 19. a 20. stoleti
— déleni rostlinnych pigment




Klasifikace chromatografickych metod

- Podle usporadani systemu

Chromatografie plosna (planarni) Chromatografie kolonova (sloupcova)

— SF (voda nebo polarni -
rozpoustédlo) zakotvena na
vlaknech papiru (papirova s
chromatografie)

— SF (silikagel, alumina, celuléza, aj.) -
rozprostrena na inertni podlozce

(chromatografie na tenke vrstve, _
TLC)

SF (silikagel, polymer,...) tvori napln
kolony

SF nanesena / chemicky navazana na
nosné castice

SF nanesena primo na vnitrni povrch
kolony

dle mobilni faze - LC, GC




Klasifikace chromatografickych metod

— plynova (gas chromatography, GC) — plynna MF
— kapalinova (liquid chromatography, LC) — kapalna MF

— frontalni B
— vytésnovaci | | Frontdlni — | Vytssiiovaci g  Elugni
— eluéni

— izokratické déleni - mobilni faze ma po celou dobu déleni konstantni slozeni
— déleni s promeénlivym slozenim mobilni faze

« stupnovita eluce

« gradientova eluce

— Preparativni - pro pripravu vétSiho mnozstvi Cistych latek
— Analyticka - pro urCeni identity a koncentrace latek ve smeési



Klasifikace chromatografickych metod

Podle separacniho mechanismu:

lontova vymeéna - rozdilna afinita nabitych ¢astic k opacné nabitym
funkénim skupinam SF

Rozdélovani — interakce kapalina — kapalina

Adsorpce — interakce kapalina — pevna latka

Gelova permeacni chromatografie — omezeni transportu latek porovitym
materialem

Afinitni chromatografie — interakce ligand — vazana latka

= Kombinace metod



Klasifikace chromatografickych metod

lontoménicova chromatografie (ionexova, ion-exchange, IEC)

= vymena iontu elektrostaticky vazanych na nabitem povrchu SF a iontd v roztoku
= SF - iontoménic (ionex): castice gelu s navazanymi nabitymi funkcnimi skupinami:

« Katexy (umoznuji vymeénu kationtt)

* silné kysele sulfonove skupiny —SO;H*

+ slabé kyselé karboxy-, karboxymethyl-, sulfomethyl-, fosfo-, apod. skupiny
I Anexy (umoznujici vyménu aniontt)

 silné bazické triethylaminoethylové skupiny

+ slabé bazické aminoethyl-, diethylaminoethyl-, guanidoethyl- apod. skupiny

= na téchto skupinach vazan opacné nabity ion (zachovani elektroneutrality)
= tento je na zacatku analyzy vyménén za ionty analytt ze vzorku

= slozky délené smeési pak z kolony eluovany

= postupnou zménou pH
= al/nebo zménou iontove sily MF

IEC umozniuje délit ionty
* nizkomolekularni - aminokyseliny, nukleotidy
» vysokomolekularni - peptidy, proteiny,
oligonukleotidy,
nukleoveé kyseliny




Klasifikace - podie separacniho mechanismu

Distribuce latek mezi dvé nemisitelne tekutiny

— rozdily v rozpustnosti slozek vzorku v MF a SF (LC)
— rozdily hodnot rozpustnosti slozek vzorku ve SF (GC)

SFE - vzdy kapalina:
— naadsorbovana / chemicky navazana na nosici

- (napf. na vlaknech papiru u papirové chromatografie, na nosnych casticich u HPLC)
— nanesena na vnitfnim povrchu kapilarni kolony (GLC)

ME — kapalina nebo plyn
— plynova (gas-liquid, GLC, zjednodusSene GC)
— kapalinova (liquid-liquid, LLC, zjednodusené LC) ve dvou provedenich:
LLC s normalni fazi - SF polarni, MF méné polarni

LLC s obracenou fazi - SF nepolarni, MF polarni (CastéjSi provedeni)
- vhodnéjSi pro separaci meéné polarnich latek

Rozdelovaci koeficient (K) - rozhoduje o pohyblivosti jednotlivych slozek smési
K=c,./C

org vod

c org ... koncentrace rozpustené latky v organicke fazi
c vod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi



Klasifikace chromatografickych metod

1 Deéleni zalozeno na rozdilech v adsorpci a desorpci latek smési nha pevny povrch
sorbentu (elektrostaticke sily, vodikové mustky, disperzni sily)

1 Adsorpci popisuje tzv. Langmuirova adsorpcni izoterma (zavislost mnozstvi analytu
ve stacionarni fazi na koncentraci v mobilni fazi)

Cs=w.z.Cy,/(1+w.C,)

= W ... adsorpcni koeficient pro dany analyt
=  Z... pocet volnych interakcnich mist na povrchu
Cs, Cy-.. koncentrace analytu v obou fazich

= nizké koncentrace analytu v MF - linearni zavislost C4 na C,,
= vysoke koncentrace C,, - vysyceni interakCnich mist sorbentu, zavislost se zakfivuje



Klasifikace chromatografickych metod

Umoznuje délit molekuly podle jejich velikosti a tvaru:

SF - gelové Castice kulovitého tvaru (na bazi polysacharidt nebo polyakrylamidu)
s pory definovanych rozméru

Malé molekuly - difusnim pohybem vnikaji do vnitfnich prostor gelovych castic - na
koloné zadrzovany

Velké molekuly - nedostanou se do poru, jsou unaseny proudem MF a vytékaji
z kolony drive

Latky s
riiznou
velikosti
molekul
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Klasifikace chromatografickych metod

1 vyuziva specifickeé interakce molekul:

= interakce biologické povahy

* enzym - substrat

* enzym - inhibitor
 antigen - protilatka

* receptor - hormon apod.

* Navazany substrat
Ligand
Nosié

= biologickou interakci napodobujici
 bilkovina - triazinove barvivo
» bilkovina - kovové ionty apod.

Jeden z partneru (tzv. ligand) - pevné navazan na nosic¢ (naplf kolony)

V délené smési (v MF) - pfitomna fada molekul, z nich jen néktere maiji afinitu k
ligandu — navazi se, ostatni slozky smesi se z kolony vymyji

zména slozeni mobilni faze tak, aby se oslabila interakce ligand — navazana molekula
— uvolnéni z kolony

1 separace, izolace, Cisténi slozek vzorku



Prehled chromatografickych technik

m planarni
= papirova rozdelovaci
= tenkovrstva TLC

- tenkovrstva rozdélovaci (SF kapalina)
- tenkovrstva adsorpcni (SF pevna latka)

m Kkolonova

= plynova GC
« plynova rozdélovaci GLC (SF kapalina)
« plynova adsorpcni GSC (SF pevna latka)

= kapalinova LC
« kapalinova rozdélovaci LLC (SF kapalina)
- kapalinova adsorpcni LSC (SF pevna latka)
= gelova permeacni GPC
= jontové vymeénna IEC
= afinitni (a dalsi)



Planarni =

pheophytin
chlorophyll a

chromatografie . =

neoxanthin
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Naneseni chromatogramu - vzorky na startovni pozici blizko okraje ploSneho nosice
(papiru, tenké vrstvy) ve formeé malych kapek nebo tenkych car

Vyvijeni chromatogramu — v chromatografické vane:
= spodni konec nosic¢e ponoren do MF pod urovni startovaci linie

= MF v dusledku kapilarnich sil migruje pres SF, unasi s sebou slozky smeési v zavislosti
na jejich afinité ke SF
* papirova chromatografie umoznuje i sestupné usporadani - dle sméru pohybu MF

Vizualizace skvrn - usuSeny chromatogram lze vizualizovat

* barvotvornym Cinidlem
 osvicenim UV svétlem
» fluorescencné

Charakteristikou latky je retencni faktor Rf
= hodnota Rf - pro dané usporadani experimentu stala

R=A/B

A...vzdalenost start — stfed skvrny

A Vzdalenost start - stfed skvrny

B...vzdalenost start — Celo rozpousted|a B Vedalenost start - slo responstadia




Planarni chromatografie

= Dvourozmérna TLC 0 e
. ; 04
* Vyvijeni chromatogramu prvni
mobilni fazi
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» otoCeni usuSene desticky o 90 st.
* vyvijeni druhou mobilni fazi

» dokonalejSi separace
-

second direction

= HPTLC (high perfomance thin layer
chromatography) - tenka vrstva sestava z ¢astic
o malém praméru (4,5 pm)

= Planarni techniky - metody kvalitativni nebo
semikvantitativni s vizualnim hodnocenim -
srovnanim se skvrnami standardu
chromatografovanych na témze nosici




Kolonova chromatografie

|

[Detektor]
graficky zaznam odezvy detektoru jako funkce -

casu, pripadne objemu:
» Pfi postupu vzorku kolonou se jednotlivé
slozky vzorku separuiji, tj. dospéji do
detektoru v riznych retencnich ¢asech

« eluované analyty graficky znazornény jako
série vrcholu (pika)
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data reprezentovana chromatogramem slouzi
k identifikaci a kvantifikaci analytu:

retencni cas ty — kvalitativni charakteristika analytu
plocha chromatografického vrcholu — kvantitativni

charakteristika

- koncentrace analytu vypocitana na zakladé porovnani
plochy piku analytu s plochou piku standardu
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- plochu piku Ize vypocitat jako: vySka x polovi¢ni Sifka
(h x wy)



Kolonova chromatografie

i (min)...retencni ¢as j-tého analytu (celkovy €as, ktery pFislusny analyt stravi v
kolong)

tyy (min)...mrtvy €as kolony (retenéni €as analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj.
pohybuje se stejnou rychlosti jako MF)

Wl/zj...él'Fka piku j-tého analytu v poloviné vysky

Wj...él'Fka piku j-tého analytu u zakladny

t’R,j (min)...reduKovany retencni Cas j-tého analytu (Cas, ktery prislusny analyt stravi
ve stacionarni fazi)

t,R,j = tR,j - tM

Obdobné:

- retencni objem Vi

- mrtvy objem V,,

- redukovany retencni objem V*;,
V'ri = VRri=Vy

c
Qe
i
-
a
i
(i ]
o
m =z
-
|
@ o
o
o




Kolonova chromatografie

Termodynamika a kinetika separace na kolone

Postup vzorku kolonou — jednotlivé slozky vzorku (analyty) se separuiji, .
dospé€ji do detektoru v ruznych retencnich ¢asech

— tento déj popisuji termodynamicke pojmy

> distribucni (rozdelovaci) konstanta K
> kapacitni faktor (retencni faktor, kapacitni pomer) k

Pfi postupu vzorku kolonou se zony analytd postupné rozsSiruji vliivem difaze
- tento dé&j popisuji kinetické pojmy

> pocet teoretickych pater dané kolony n
> vyskovy ekvivalent teoretickeho patra H

Termodynamika a kinetika spolu uzce souvisi
— obé urcuiji, jak dokonale budou zény sousednich analytd oddéleny



Kolonova chromatografie

» DistribucCni (rozdélovaci) konstanta

(C)e, (C).y---koncentrace i-tého analytu ve SF a MF (¢c=n/V)
(n)s, (M), ..latkové mnozstvi i-tého analytu ve SF a MF

V. (ml)...objem SF kolony

V., (ml)...objem MF v koloné

> Kapacitni faktor (retencni faktor, kapacitni pomer)

> lze zjistit pfimo z chromatogramu




Kolonova chromatografie

Kinetika separace na koloneée

> Teoretické patro chromatograficke kolony

— pomyslna ¢ast kolony, ve které dojde k jednomu ustaveni rovnovahy mezi SF a MF
— Délka této ¢asti kolony = tzv. vySkovy ekvivalent teoretického patra

— VySSi pocet teoretickych pater — vySSi ucinnost kolony

> pocet teoretickych pater dane kolony — n

= wj...Sifka piku analytu pri zakladné




Kolonova chromatografie

VysSkovy ekvivalent teoretickeho patra (H) zavisi na linearni rychlosti mobilni faze (u)

Zavislost vyjadruje Van Deemterova rovnice
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= A...vifiva diftze,
= B...podélna molekularni diftze,
= C...odpor proti prenosu hmoty v SF a MF 5 2 4 & 5 10

u [cm/min]

Viriva difiize (1) — umérna velikosti ¢astic SF (hlavné u HPLC) -
rizné molekuly urazi pfi pohybu kolonou rizné vzdalenosti

Podélna molekularni diftize (2) - molekuly putuji z mista o vySSi
koncentraci do mista s nizSi koncentraci

Odpor proti prenosu hmoty ve SF (3) - rizné molekuly
difunduji rizné hluboko do SF (zavisi na typu SF), hlavné u GC

Odpor proti prenosu hmoty v MF (4)

minimum Deemterovy kfivky odpovida optimalni prutokové rychlosti, pfi které

— dana kolona vykazuje nejvétsi ucinnost (ma nejvétsi pocet pater)
— minimalné rozSifuje zony analytl



Kolonova chromatografie

| mira chromatografické separace

— pro dobré rozdéleni dvou sousednich analytlt) je nutné, aby analyty mély
- dostatecné rozdilné retencni Casy (spravna volba SF, MF - termodynamika)

- dostatecné uzkeé zony (délka kolony, velikost ¢astic SF, u - kinetika)

1 Ri,j...rozliSeni i-tého a j-tého analytu

I|| |I A piekryti 0,1 %

DRV

Zlepseni Spatného rozliSeni latek A, B (a)
- zménou termodynamickych faktort (b),
- kinetickych faktort (c)
« zkraceni analyzy zménou pruatokové rychlosti MF




Plynova chromatografie, GC

Mobilni faze - nosny plyn (nejcastéji inertni plyn - dusik, helium, argon)
Separace u GC je zalozena

= na rozdilech tlaku par analytt

= interakcich se stacionarni fazi

- tékavéjSi analyty se pohybuji kolonou rychleji nez analyty mene t€kave a navic analyty
interagujici se stacionarni fazi prochazeji kolonou pomaleji nez analyty se slabsi interakci

GSC - separace na zakladé adsorpce analytd na pevny povrch naplné kolony

GLC - separace na zaklade rozdeleni mezi plynnou MF a kapalnou SF (netékava
kapalina zakotvena na Casticich naplné nebo primo na vnitfrnim povrchu
kapilarni kolony)

Plynovy chromatograf

» zdroj mobilni faze a zafizeni pro kontrolu pratoku
nosného plynu systémem

« davkovac pro naneseni analytu na kolonu

» chromatograficka kolona pro separaci analytl , _

- termostat (pec) pro regulaci teploty kolony \ | ost svsien

* on-line detektor pro detekci separovanych analytu
vychazejicich z kolony

* PC pro kontrolu systému a vyhodnoceni dat

Gas Chromatograph




Zdroj nosného plynu a systém kontroly priatoku

Davkovac

Plynovy chromatograf

nosny plyn - napf. He, Ar, N2, Hz (dle typu kolony a
detektoru)

nosny plyn musi byt velmi Cisty a suchy

* trubice s molekulovym sitem odstranuji H20, uhlovodiky, O2

nutna fizena rychlost pritoku nosného plynu (pro ziskani
reprodukovatelnych retencnich ¢asu)

» regulace prutoku plynu z tlakové nadoby -
programovatelné elektronické regulacni systemy

— naplnoveé kolony: pratok 10 - 60 ml/min
— kapilarni kolony: 1 - 2 ml/min (stabilni !)

vnasi alikvot vzorku (ul) do kolony

vzorky v org. rozpoustédle davkovany injekéni jehlou pres septum do vyhrivaného
prostoru - ihned prevedeny do plynné faze a vneseny do kolony nosnym plynem

split - splitless technika davkovani vzorku na kolonu:

— split mod - do kolony vstupuje pouze mala ¢ast zplynéneho vzorku - pro kapilarni kolony
— splitless mod - do kolony vstupuje vétSina vzorku



Plynova chromatografie, GC - kolony

Naplnove kolony - starsi typ, jiz malo pouzivané
— trubice (vnitfni pramér radové mm, délka 1 m a vice, sklo
nebo nerez ocel) naplnéné nosnymi casticemi

— Castice naplné jsou samy o sobé stacionarni fazi (GSC —
sorbenty: modifikovany silikagel, aktivni uhli, alumina,
molekulové sito, porapaky,...)

— Castice jsou stacionarni fazi potazeny (GLC) -

= uzSi kolony
 vySSi ucinnost
* mensSi kapacita pro vzorek
= delSi kolony
 vySSi ucinnost
* nutné zvysene tlaky nosneho plynu

Kapilarni kolony - WCOT (wall-coated open tubular column)
— kapilary z kfemenného skla (vnitfni priumér 0,1 - 0,5 mm,
délka 10 - 150 m)
— na povrchu potazeny polyimidem (pevnost a pruznost)
— vnitfni povrch potazen tenkym filmem SF
— velmi ucinné
— mala kapacita pro vzorek




Plynova chromatografie, GC - kolony

netékave chemicky inertni kapaliny: methylsilikonoveé polymery, substituované
silikonoveé polymery, silikonové polyestery, polyethylenglykoly apod.

naneseny nebo chemicky navazany primo na vnitfrnim povrchu kapilarni kolony




Plynovy chromatograf - detektory

Univerzalni detektory - deteguji vétSinu analytu
Selektivni detektory
— kombinace vice detektort

(flame ionization detector, FID)
— univerzalni detektor pro GC

— efluent z kolony smisen s Hz a vzduchem, eluované analyty jsou
spaleny v plameni
— v plameni dochazi k ionizaci a vzniklé ionty zvySuji vodivost plamene

modifikace FID
— nad plamen umisténa vyhfivana kulicka soli alkalickeho kovu (Rb, Cs)

— pritomnost iontd alkalického kovu v plameni zvySuje signal pro analyty
obsahujici dusik a fosfor

(photoionization detector, PID)
— ionizace intenzivnim UV zarenim
— selektivni pro UV absorbuijici latky

(thermal conductivity, TCD)
— Vv pfitomnosti analytu v nosném plynu
se zvySuje tepelna vodivost plynu
— univerzalni, jednoduchy, horsi citlivost

(electron capture, ECD)

— snizeni ionizace nosného plynu v dusledku vychytavani
elektrond z ionizujiciho B-zarice elekronegativnimi
skupinami

Nitrogen or
Hydrogen

(mass spectrometry detector, MSD)



Plynova chromatografie

Priprava vzorkt pro GC analyzu:

= extrakce sledovanych analyttu ze vzorku
biologického materialu do organickeho

rozpoustédla

+ odpareni rozpoustédla z extraktu

= chemicka derivatizace - zvySeni t€kavosti a
termostability latek pro GC analyzu (klinicky
vyznamne latky jsou zpravidla netekave)

— silylace — substituce atomu vodiku
funkcnich skupin latek silyl-skupinou
(R3SI-)

— oximace — tvorba oximu kondenzaci

aldehydu nebo ketonu s hydroxylaminem
NH,OH

— acylace, esterifikace




Kapalinova chromatografie - LC

Separace zalozena na rozdéleni latek mezi kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni
High perfomance liquid chromatography (HPLC) - jako nosic pouzity castice malého
prameéru (5 um),

HPLC je v klinické laboratofi nejrozsirenéjsi forma LC (vSechny principy deleni)

. Kapalinovy chromatograf
@»

Cerpadio

- kolona pro separaci analytu

- zasobniky rozpoustédel (mobilni faze)

- Cerpadla pro zajisténi prutoku mobilni faze systémem
- davkovac pro naneseni vzorku na kolonu

- on-line detektor pro detekci separovanych analytu

- PC pro kontrolu systému, sbér a vyhodnoceni dat

Zasobnik mobilni faze a odplynéni | ml‘lblll\ll_a
r o € — 2 .

Kolona

Zasobnik
mobilni faze

Termostat s
drzakem kolon

Ridici datastanice cerpadla autosampler




Kapalinovy chromatograf

Zasobniky s mobilnimi fazemi

= v nejjednodussi formé sklenéné lahve s pfivodnimi hadickami k ¢erpadltim

= MF pfipraveny z Cistych rozpoustedel urCenych pro chromatografii (HPLC grade)
= MF prefiltrovany pres membranovy filtr pro odstranéni pripadnych pevnych castic
= MF zbaveny rozpusténych plynt — sonikace, vakuove degassery (odplyriovace)

Cerpadla

- Cerpadla zajistuji reprodukovatelny, konstantni a bezpulzni prutok MF systémem
* v systému je nutné vyvinout vysoke tlaky (az 250 bar)
(1 bar = 105 Pa = 1,02 atm = 14,5 psi)

f_—L‘

» bezpulzni tzv. linearni davkovac - pro malé pratoky MF
- pracuje na principu injekcni strikacky
> pulzni pistova dvojucinna (reciproka) cerpadla P
- ¢innost je fazové posunuta pro minimalizaci pulzt
— Vyhlazeni pulzt
 tlumi€ pulzt na principu svinuté odporoveé kapilary
» nebo redukce pulzi zménou rychlosti pohybu pist

v" izokraticky mod prace Cerpadla

- slozeni MF zUstava konstantni béhem celé analyzy
v gradientovy mod
- zména slozeni MF s Casem - az Ctyri slozky MF programovatelne smésovany gradientovym
ventilem



Kapalinovy chromatograf

— Sesticestny ventil s vyménitelnou smyckou
- objem od desitek nanolitrti po mililitry
« plnici pozice (poloha A) - vzorek se nasaje ze vzorkoveé nadobky (tzv.
vialky) davkovaci injekéni stfikackou do smycky
« otoCenim ventilu do polohy B je obsah smycky vnesen do proudu mobilni
faze
- davkovaci ventil je presny, programovatelny

Poloha A Poloha B v s o .
e — Dal&i moznosti

— davkovace s délicem (obdoba
splitovaciho zafizeni v GC)

vzorek vzorek

smycka ; i
F - — davkovace s moznosti smiseni
Kolona <—|—" N\ ; ; : . 7 s2n 9
iy | vzorku s derivatizacnim Cinidlem
A pred nadavkovanim na kolonu

moblin{f4ze mobiinftaze (predkolonova derivatizace)



HPLC kolona
Naplnové kolony

= bézné kolony - vnitfni pramér 0,1 - 5 mm, délka 50 - 250 mm
= tzv. nanobore kolony - vnitfni pramér 25 - 100 um

= open-tubular kolony - primér pod 25 pm

= Castice naplné rizné velikosti - primér 1,8 - 10 um

i Obecné plati:

v v

— kolony s malym vnitfnim primérem a malym vnitfnim objemem - vySSi ucinnost, nizsi limit
detekce, malé objemy MF

— Cim menSi Castice naplné, tim vétsi je ucinnost kolony (ale tim vétsi je odpor vrstvy naplné
proti pohybu MF)
1 Typy casticovych naplni LC kolon
— naplné s navazanou fazi - SF chemicky navazana na povrch castic silikagelu (C18, C8,...)
— polymerni naplné - SF na povrchu polymernich ¢astic — vysoka pH odolnost
— chiralni naplné - pro separaci enantiomeru
— restricted-access naplné - analyza biologickych smési s vysokym obsahem protein(

— kolona zcela vyplnéna pérovitym polymerem

Monoliticke kolony '
— vysoka Gginnost a nizké zpétné tlaky ” //

Kapilarni kolony pro LC (0,1 - 1 mm vnitfni prmér, 10 - 50 cm délky)

« dostupné jsou i analytické HPLC Cipy

8 Predkolona
— ochrana kolony pfed ireverzibilni adsorpci proteint ze vzorku
— naplnéna stejnou nebo podobnou SF jako analyticka kolona




Kapalinovy chromatograf - detektory

> Detektor (s vyjimkou MSD) obsahuje prutokovou celu - zde detegovany separované analyty
> generovany elektronicky signal zaznamenan ve formé chromatogramu

Fotometry a spektrofotometry - méreni absorbance UV a VIS zareni
— Detektory s fixni vinovou délkou
— Detektory s variabilni vinovou délkou
— Detektory diodového pole (PDA) - schopné mérit v celé oblasti A
- prutokovou kyvetou prochazi polychromatickeé svétlo
- proslé svétlo je za kyvetou rozdéleno difrakéni mfizkou
- svétlo dopada na diodove pole

Fluorometry - pro detekci fluorescencnich latek
- Casto nutna pred- nebo postkolonova derivatizace analytu

Elektrochemické detektory
— amperometrické el.-chem. detektory

- oxidace nebo redukce elektroaktivniho analytu v prutokové cele na povrchu elektrody
s konstantnim potencialem — zaznamenam vznikly elektricky proud

« pf. analyza katecholamint v moci
— coulometrické detektory
- oxidace nebo redukce analytu — mérfeni elektrického naboje

- pF. stanoveni metanefrind, vanilmandlové kyseliny, homovanilové kyseliny nebo 5-
hydroxy-indoloctové kyseliny v moci

= Refraktometricky detektor méfi zmeny indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci analytu

. Hmotnostni detektor




HPLC, UPLC

Vyrobci HPLC systém

* napf. Waters, Agilent Technologies, Thermo, PerkinElmer, Shimadzu, Varian,
Amersham Pharmacia, Dionex, Jasco, Gilson, Hitachi, BioRad a dalsi...

UPLC, UHPLC

= Ultra high-perfomance liquid chromatography

= vySSi separacni ucinnost nez klasicka HPLC

= UHPLC vyuziva chromatograficke kolony s
Casticemi < 2um

= pristroje schopné pracovat s ultravysokymi tlaky
(100 MPa)

= prace s Sirokym rozsahem pratoku

= vyznamné zkraceni doby analyzy

= Vyrobci UPLC - napr. firma Waters, Thermo,
Perkin-Elmer, Dionex, BioRad a dalsi.

UPLC Waters Acquity (s MS detektorem)



Priprava vzorku pro HPLC analyzu

Deproteinace, ¢isténi vzorku a zakoncentrovani analytu
Srazeni proteinu — org. rozpoustédlo, kyselina

Ultrafiltracni techniky - Gprava roztoki pomoci polopropustnych
membran

— hustota membrany limituje velikost separovanych molekul | O‘N\n\
— technika je vhodna pro deproteinaci vzorkd a1

Extrakéni techniky

= Kapalinova extrakce analytt do organického rozpoustédia
— L-L extrakce pfi vhodném pH
— organicky extrakt se odparuje v proudu inertniho plynu (N,)

— odparek se rozpusti v nezbytném objemu mobilni faze

31 Extrakce pevnou latkou (solid phase extraction, SPE)

= vyuziti kolonek naplnenych mediem dle charakteru latky -
- sorbent, iontoménic, gel atd.

= vzorek v roztoku se kolonkou proléva pod tlakem

= npezachycene slozky (proteiny,...) se vymyji

= zachycené slozky se uvolni vhodnym rozpoustédiem
= SPE je automatizovatelna




Pozn.: Moznost primé HPLC analyzy vzorkla s obsahem proteint

Conventional

Sample

Precipitate
proteins

Centrifuge

Solvent extract
drugs from
supernatant

Evaporate

extracting solvent

Dissolve residue
in mobile phase

Filter sample Filter sample
through through
0.2 pm filter 0.2 pm filter

Inject onto Inject onto
conventional RAM column
HPLC column

RAM Concept

: 53}211? W s
% &%%%?

AL MR P
W geicat
G

Rigid porous hydrophilic particle

Restrict — access material

Proteins

Analytes
=T

Internal
surface
with selective
bonded



Pozn.: Moznost analyzy latek iontové povahy pomoci RPC

lontove parova chromatografie (IPC)

modifikace RPC (LLC s obracenou fazi, revers-phase chromatography)
— zlepSuje separaci sloucenin iontove povahy

pridavek do MF: iontové parujici Cinidlo majici hydrofobni Cast (alifaticky retézec) a
hydrofilni Cast
— napf. N-alkyl kvartérni amoniove soli pro separaci latek aniontoveho typu
soli alkylsulfonovych kyselin pro separaci latek kationtového typu
+ vhodné pH MF, aby bylo dosazeno Uplné ionizace délenych analytl

délena latka iontoveé povahy a opacné nabity ion vytvori iontovy asociat
— asociaty jsou neutralni, vykazuji zvySenou retenci na nepolarni SF

Solut Protiont lontowy asociat

Ar-COCOH + R _1H+ +0OH —» [AF-COO] [R “H]*' + H-0

Solut Frotiont lontovy asociat

n u 'y

Ar-NH, + R-503 + H,0* > [Ar-NH3[*[R-SO3] + H,0




Derivatizace analytu

zlepseni separace na kolonée
umoznéni nebo usnadnéni detekce analytu

— predkolonova derivatizace
 napf. derivatizace aminokyselin a jinych primarnich amint
» vznik fluorescencnich sloucenin — detekce fluorometrem
« Vznik UV absorbuijici latky — detekce v UV

HN —C — 1

“CH —COaH

R

(FITC] Feryythiok atbasoy ]l (F TC ) andnokyrseling

— postkolonova derivatizace
- napf. u analyzatort aminokyselin

* eluované aminokyseliny za kolonou derivatizovany ninhydrinem
fotometricka detekce



Chromatografie - kvantitativni analyza

Externi kalibrace (kalibrace s vnéjSim standardem):

— provedeni analyz referencnich vzorkd se znamym Kalibrace
obsahem analytu 60000

— sestaveni kalibracni kFivky - velikost ploch pikt analytu oo /

F]
X<
[
]
=
7]
o
o

v zavislosti na jeho koncentraci

— pouziti kalibracni zavislosti pro vyhodnoceni koncentraci T o o
analytu v realnych vzorcich

koncentrace (nmol/l)

Interni kalibrace (kalibrace s vnitfrnim standardem):

— provedeni analyzy referencnich vzorkl se znamym obsahem
analytu s pfidavkem konstantniho mnozstvi vnitfniho standardu

1 vnitfni (interni) standard — slou€enina s podobnymi vlastnostmi
jako stanovované analyty, ale nevyskytujici se v realnych
vzorcich

Kalibrace — do kalibracni krivky se vynasi pomér plochy piku analytu a plochy
piku vnitrniho standardu v zavislosti na koncentraci analytu

— do realnych vzorkl se pfidava interni standard ve stejném mnozstvi
jako do referencnich roztoku

— koncentrace analytu se vyhodnocuje na zakladé poméru plochy
(vy$ky) odpovidajiciho piku a piku vnitfniho standardu

—
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©
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Tenkovrstva chromatografie (TLC, HPTLC)

Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

kvalitativni, prip. semikvantitativni analyza
flexibilni levna matoda

umoziuje soubézné analyzovat vice vzorku
nevyzaduje pristroje a naro€nou pripravu

velmi Casté vyuziti v toxikologii prikaz THC
— cilené prukazy nejriznéjSich nox (jedu, Skodlivin)
— orientacni screening Iéku a drog

— pozitivni vysledky z toxikologického screeningu musi byt konfirmovany pomoci dalSich
chromatografickych metod (pf. HPLC, €asto ve spojeni s hmotnostni spektrometrii)

HPTLC — sacharidy HPTLC — lipidy dvojrozmérna TLC — slozené lipidy




Praktické aplikace chromatografickych
technik v klinické biochemii - priklady

jednoducha, jiz malo pouzivana technika pr. screening aminokyselin v. moci

Analyza aminokyselin
— vzorek - deproteinovana plazma resp. sérum, mo¢, CSF - smés volnych aminokyselin (AMK)
— AMK vneseny na kolonu s katexem ve formé kationtt (pfi nizkém pH)

— AMK postupné eluovany z kolony pufry o zvysSujici se elucni sile (rostouci pH a iontova sila)
— postkolonova derivatizace ninhydrinem

— kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu - na zakladé retencnich casu

— kvantitativni vyhodnoceni pomoci vnitfniho standardu (synteticka AMK norleucinu)

Analyzator AMK (Perkin — Elmer)

»> Dalsi vyuziti IEC
« nukleotidy, peptidy, proteiny, oligonukleotidy, nukleové kyseliny



Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinicke biochemii - priklady

z chromatografickych metod nachazi nejSirSi uplatnéni v klinické biochemii
vétSina aplikaci vyuziva HPLC s reverzni fazi
Ize ji aplikovat na Siroké spektrum analytl v zavislosti na zpusobu detekce

— sacharidy - karboxylové kys. - aminokyseliny

— lipidy - steroidy - katecholaminy

— léky - drogy - homocystein

— pteriny - CDT - glykovany hemoglobin atd.

HPLC se uplatriuje jako standardni metoda v toxikologii, hlavne v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii

Analyza

7-dehydrocholesterolu
(prekursor cholesterolu
— endogenni syntéza):
zaznam z PDA
chromatogram pfi Amax

Karboxylové kyseliny -
dynamika pfemény Kkys.
benzoove na kys.
hippurovou (detoxikacni
reakce)




Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinicke biochemii - priklady

Zaznam HPLC analyzy v moci z HPLC Agilent série 1200,
elektrochemicky detektor Coulochem

Katecholaminy — adrenalin, noradrenalin, dopamin
Metanefriny — metanefrin, normetanefrin (metabolity katecholamint)
Kys. vanilmandlova (metabolit katecholamint)
- markery feocytochromu (nador sympatoadrenalniho systému, nejcastéji dfené nadledvin)



Prakticke aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

Analyza CDT (karbohydrat-deficientni transferin)

= detekce nadmeéerneho uziti alkoholu
= monitorovani abstinence v prubéhu leCby

» Transferin - glykoprotein vazajici zelezo
— obsahuje 2 polysacharidoveé retezce
— variabilni mnozstvi kyseliny sialové
— podle poctu skupin kyseliny sialové - 6 izoforem
1 a-, mono-, di-, tri-, tetra- a penta-sialotransferin

Monosialo Tf Asialo Tf

— disialotransferin - cilova sloucenina pro stanovovani CDT HPLC analyzou

- pozitivni pacient - negativni pacient



Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinickeé biochemii - priklady
HPLC analyza glykovaného hemoglobinu

= HbAlc - stabilni adukt glukézy s N-terminalni aminoskupinou valinu f—retézce
hemoglobinu

= Diferencialni diagnostika diabetu
= UrCeni kompenzace a stability gluk6zoveho metabolismu
= Monitorovani terapie

= lzolace a hemolyza erytrocytu
- EDTA krev
- izolace erytrocytu centrifugaci, promyti fyziologickym roztokem
- lyzace erytrocytu
- HPLC analyza (ionex.
kolona)

HPLC Analyzator HbA1c
Tosoh




Praktické aplikace chromatografickych
technik v klinické biochemii - priklady

Analyza téekavych latek v kapalnych nebo pevnych vzorcich:

GC v usporadani head-space

,head space” — davkovani z prostoru nad vzorkem (plynna faze po
ustaveni rovnovahy)

napr. - analyza zbytkd rozpoustédel ve farmaceutickych vyrobcich
- stanoveni alkoholu v krvi, atd.

sn: Supelco €0/80 Carbopack B / 5% 33 column with Purecol glass insert
#26048 )

Sample, dillution solvent
S natri= rnoditier

=




Prakticke aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

standardni technika v kvalitativnich i kvantitativnich analyzach v toxikoloqgii

— plynoveé chromatografy v toxikologickych laboratorich vybaveny ruznymi detektory
k rGznym typum analyz, napr.
1 GC s plamenovym ionizacnim detektorem - stanoveni alkoholu a tekavych latek v krvi
1 NPD detektor - screening vetsiny IéCiv Ci drog
1 detektor elektronového zachytu - analyze benzodiazepint nebo halogenovanych latek

1 hmotnostni spektrometr - cilené prukazy a stanoveni nox
diagnostika dédicnych metabolickych poruch (GC / MS)

Organické kyseliny v moci — diagnostika dédi¢nych metab. poruch
=
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Hmotnostni spektrometrie (vass spectrometry)

VIS - fyzikalne-chemicka metoda — kvalitativni i kvantitativni analyza

= prevedeni molekul analytti na ionty

= separace iontu ve vakuu podle jejich hmotnosti pfi prichodu magnetickymi a
elektrickymi poli

« MS fazena mezi spektralni techniky, i kdyz v principu se liSi (nesleduje
rozdily energetickych stavu molekul)

= MS vyvinuta pocCatkem 20. stoleti

= klinicka biochemie — detekce a stanoveni nizkomolekularnich latek ve spojeni
s plynovou chromatografii (1980)

90. léta 20.stoleti - nové techniky, které umoznily vyuzivat metodu

* ve spojeni s kapalinovou chromatografii
« pro latky vysokomolekularni
* samostatné bez napojeni na separacni techniku



Hmotnostni spektrum

Vystup MS - hmotnostni spektrum — carovy diagram

Osa x - hodnota m/z (hmotnost / naboj iontu)
Osa y - odezva detektoru nebo relativni zastoupeni daného iontu (%)

ML[1] Average of 11.668 to 11.694 min.: STDMIX3.D (-}
Abundance)
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Hmotnostni spektrometr

— pFevadi molekuly analytu na ionty
— separuje a rozliSuje ionty podle poméru hmotnosti a naboje (m/z)
— zaznamenava intenzity jednotlivych iontl

Slozeny ze tfi funkénich celku:

|Ont0V)'/ Zdroj: Schéma hmotnostniho spektrometru
molekuly analytd prevedeny do plynné
faze (do vysokého vakua)

pritom se ionizuji

lontovy separator:

s ’ ) Plynovy Tontovy
rozdeleni iontu ruznych hmotnosti: chromatograf \ > separator
_ - Kapalinovy
ionty urychleny pra———
-z charakteru poh;:bu'v?kuovanym Direct Insertion
prostorem - vypocet jejich m/z (Infussion) Prohe
MALDI desticka
Detektor:

detekce iontt podle hodnoty m/z
urceni intenzity (Cetnosti) iontd

valkuum

Dalsi Casti pristroje
- vakuovy systém - zafizeni pro zavadéni vzorkl (davkovac)
- iontova optika k urychleni a fokusaci iontd - pocita¢ na ovladani pfistroje, sbér a ukladani dat



lontovy zdroj - lonizaéni techniky

Existuje cela fada ionizacCnich technik - vytvoreni nabité Castice, ktera je
nasledne analyzovana

Pouzita technika zalezi na

- charakteru analyzovanych latek
- separacni metodé, na kterou je MS napojen (chromatografie,
elektromigracni techniky, bez napojeni na separaci)

> GC/MS
= Elektronova ionizace El
= Chemicka ionizace CI

> LC/MS (CE/MS, MS s primym nastrikem)
= ESI Elektrospray

= APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure
chemical ionization,)

= APPI Fotoionizace za atmosférickeho tlaku (atmospheric pressure
photoionization,)

> MALDI (SELDI) ...a dal3i



Elektronova ionizace, El cc/vs

V iontovém zdroji - ionizace molekul analytu v plynném
stavu pomoci proudu elektronu

— odtrzeni elektronu z molekuly pri srazce s paprskem
elektront (molekula ziskava kladny naboj)

— nasledné dochazi k fragmentaci (rozpadu) molekuly
prebytkem energie

El - tvrda ioniza¢ni technika (fragmentace)

Priklad: fragmentace molekuly MeOH, hmotnostni spektrum

CH;OH + 1 dekiron — CH;OH" + 2 elekirony
Molelouloyr i iond

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

Vstup 5 ‘vzorku

|3 Elektronouy - paprsek
s

10 20 30

hmotnost / naboj (m/z)

fragmenty rozdéleny v dalSi ¢asti analyzatoru podle hodnoty m/z a detegovany
El - pouze pro teplotné stalé nizkomolekularni latky (50 — 800 Da)

Dalton — jednotka molekulové hmotnosti



Chemicka ionizace Cl  c/us

,MEKCi“ varianta elektronové ionizace - SetrnéjSi, nedochazi k rozsahlé fragmentaci

- do iontového zdroje je pfivadén ionizacni plyn (pf.metan)
- proud elektront ionizuje nejdfive molekuly ionizacniho plynu
- tyto pfedavaji energii molekule analytu (M)

- Srovnani hmotnostniho spektra pri elektronové a chemické ionizaci

Endosulfan | (MW = 404): El and methane NCI

Scan 1464 (11.133 min): PEST06.D
195 41

207

265
277

109121 143 i
15§

I Al WL | i
L e 0 L o, AL O | 338371 3g7 406417429 449

450
Scan 1464 (11.133 min): PEST04.D

71 82 99 113124136148 169 183 20621923




,Mekka“ ionizacni technika

prevod kapalného vzorku do plynné faze pfi sou¢asné tvorbé
(pseudo)molekularnich iontu

eluat z kolony prochazi kapilarou, na niz je vlozeno

vysoke napéti

vytvari se sprej vysoce nabitych kapicek vstup vzorku

odparenim rozpoustédla vznikaji ionty sl oy _
. ) ’ . . sprejer
(i vicenasobné nabité) ) D

ar

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

lontovy separator — kvadrupal, iontova past



Kvadrupol (iontovy separator)

konstrukce - 4 kovové tyCe pfipojené ke zdrojim stejnosmérného a stfidavého napéti
ionty, které vlétnou do prostoru mezi tyCemi, zaCnou oscilovat

pfi vhodné kombinaci obou slozek napéti projdou kvadrupolem v daném okamziku
pouze ionty o urcCitém poméru m/z

zmenou vkladanych napéti projdou postupné kvadrupolem postupné ionty v celém
rozsahu m/z

|ze pouzit pro GC/MS i LC/MS

Detektor

Resonant ion

Nonresonant ion

Tontovy

. Stejnosmémeé a
zdroj >4e)

stiidavé napéti




lontoveé pasti

1 stejné fyzikalni principy jako kvadrupdl
— regulace pohybu iontu v urcitém prostoru elektrickymi poli

Sféricka iontova past
omezuje pohyb iontu ve vSech trech
smérech

ionty se pohybuji po ur€itou dobu v prostoru
jontove pasti

vypuzovany z pasti selektivne podle hodnoty
m/z

Linearni iontova past
podobny tvar jako kvadrupdl

na oba konce vkladano elektrostatickeé pole - |- =

zabrariuje iontim opustit vnitfni prostor Hyperbolic Rods 12 _~2g
X, =4.76 mm

Y, =4mm T~

37 mm v

Back
Section
Center
Section \-\

.

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




lontove pasti

lontova cyklotronova rezonance s
Fourierovou transformaci (FT - ICR)
princip - pohyb iontu v magnetickem poli
* jon se v silném magnetickém poli pohybuje po
kruhoveé draze s frekvenci w
w=B.z/m B...intenzita magnet. pole

Fourierova transformace - frekvence w
prekonvertovany na hmotnostni spektrum

extremné vysoke rozliSeni, velmi presné méreni
hmotnosti

Differantial

v s

nejnovejsi iontovy analyzator

vysoke rozliseni

ionty vlivem elektrickych poli obihaji a osciluji
okolo centralni elektrody

frekvence zavisla na m/z

oscilace snimaji vnejSi detekcni elektrody

Fourierova transformace - konverze na hmotnostni
spektrum




Detektor

- detekce iontl po jejich separaci podle hodnoty m/z
- urceni relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontu

it
série dynod se vzrUstajicim potencialem
ion narazi na povrch prvni dynody - emise elektronu
dopad elektronu na dalSi dynodu - vicenasobna emise
kaskadovy efekt - velké mnozstvi elektronu
detekce konverzni dynoda

D r
= :
jonty 2 a

pred vlastnim fotonasobiCem umisténa

analyzatoru  fosforova

fosforova destiCka destitka

dopad &astice z konverzni dynody na P-desti¢ku O

- emise foton Pt/ | Oready j s )
dopad fotonu na fotokatodu - fotoelektricky jev - ‘ =)

emise elektronu I.'__~ d N
zmnozeni elektrond stejné jako v elektronovém hersrgll M P - __“_l

nasobidi Odpory

Zdred



Tandemova hmotnostni spektrometrie, MS/MS

jonty podrobeny dvéma (nebo vice) hmotnostnim analyzam
« zapojeni dvou (nebo vice) iontovych separatorti v tandemu

MS/MS - rychla a citliva analyza i bez pouziti separacnich metod ve slozité matrici

MS1 - vybér iontu s urcitou hodnotou m/z - prekurzorové (materské) ionty
kolizni cela - fragmentace prekurzorovych iontll — vznik produktovych iontu
MS2 - zaznam spektra produktovych (dcefinnych) iontd
* ruzné rezimy prace
- sken produktovych iontu - charakterizace struktury
- sken prekurzorovych iontl - pro analyzu urcitych skupin latek

/ Vzorek = nejéastéjéi
Q1 - vybér prekursorového iontu

. ‘ g - kolizni cela - fragmentace srazkou
1.kvadrupol Kolizni cela 2.kvadrupél c 5 ’
(fragmentace) jontu s atomy inertniho plynu

Q2 - analyza fragmentu
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Parametry hmotnostniho analyzatoru

zakladni parametr hmotnostniho analyzatoru
vyjadruje schopnost analyzatoru rozlisit blizke hodnoty m/z
nejmensi hmotnostni rozdil dvou iontu, ktere Ize jesté rozliSit, vztazeny k velikosti m

R=(mMl1-m2)/ ml md, m2...hmotnosti 1. a 2. iontu (pro z1, z2 = 1)

1/R muze byt 1 000 — 1 000 000

spektra s nizkou RP - pouze rozliSeni iontd liSicich se o jednotku m/z
spektra s vysokou RP - moznost urceni elementarniho slozeni jednotlivych
iontd
— napf. pro nominalni hmotu m/z = 28:
CO (27.9949) x N2 (28.0061) x C2H4 (28.0313)

profilovém médu -
kontinualni zaznam ve
formé piku

(na rozdil od bézného
¢arového médu)

27.9949 28.0061 28.0313

miz




Priklady pouziti — GC/MS
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Priklady pouziti - LC/MS,

Toxikologie — standardni metoda

* screening neznamych nox

» konfirmace a kvantifikace specialnich nox
Farmakokinetické studie, stanoveni [éku
Proteomika / metabolomika

Stanoveni lekt LC/MS (LC/MS/MS)

I
i

1) |

| Cyclosporine D (ISTD) P
mfz: 1238.8->1126.5 I Ret

Cyclosporine A - ‘
m/z: 1224 8-> 11125 / 'vl tpet = 2.28 min

taet = 2.04 min Pozn.:

’I Tacrolimus

.’ miz:826.5->616.2

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

LC/MS/MS

Zaznam v SIM modu
(Selected lon Monitoring):

- Hmotnostni detektor sleduje
pouze vybrané hmotnosti, nikoli
celé spektrum iontu



Priklady pouziti MS/MS

Novorozenecky screening dédiénych poruch metabolismu

Stanoveni analytu ve vyluhu ze suché krevni kapky
- koncentrace aminokyselin
- koncentrace acylkarnitinu
- 10 riznych metabolickych poruch

napf. fenylketonurie

00000

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

Elektrosprejova & o
lonizace T | Hmotnostni Hmotnostni

e
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MALDI - Matrix-Assisted LLaser Desorption lonization

vzorek v roztoku smichan s matrici

» derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin -
absorbuji energii laseroveho zareni ve VIS nebo
blizké UV oblasti

roztok nakapnut a vysusen (vykrystalizovan) na MALDI

Laserovy paprsek

Hmothostni analyzator

destiCce ve formé spotu —p
pulsni ozareni smésnych krystalt zableskem laseru -

prudké odpareni latek do vakua " Desorpceionti
jonizovana matrice strhne sebou analyt Vzorek s matrici je

vykrystalizovan na nosné desce

ilonizace molekul analytu ion-molekularnimi reakcemi s
ijonizovanou matrici

jonty urychleny stejnosmernym
elektrickym polem do TOF
analyzatoru

Matrice

3, 5-dimethoxy-d-hydroxy- 2, 5-dihydrosxy-
cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid



MALDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

= Velmi mékka, Setrna technika
» | pro vysokomolekularni latky (proteiny, peptidy, oligosacharidy, nukleotidy)

Spotovaci desticka

Spotovaci desticka na monitoru

¥,
H

Pozn.: Technika SELDI (Surface Enhanced Laser Desorption / lonization)
- kombinace afinitniho principu a ionizace MALDI

lonizaCni techniky dle ,tvrdosti“: ESI (nejSetrnéjsi) < MALDI < CI < El



TOF — analyzator ,,Time of Flight“ (priiletovy)

deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zaklade doby letu evakuovanou trubici
» rychlosti letu zavisi na hodnotach efektivni hmotnosti m/z
— lehCi molekula leti rychleji
t...Cas L...délka drahy
m...hmotnost iontu  E...kineticka energie

= linearni nebo reflektronovy mod (reflektron - vySSi rozliSovaci schopnost)

regulace
irtenzity -,

hirars -
lasenu

reflektor firegrmi
(iontowve rroadio)  detekior

|;r : ra ol B b_r oo ,r'l
‘ detekior

deska g S

sevrarkem

deflekion
ontova
urychlovaci brana -
rapet

elekiricks wakuowe
cocky pumpy




TOF — analyzator , Time of Flight (pruletovy)

TOF teoreticky pouzitelny pro neomezeny rozsah hmotnosti
v praxi se mu dava prednost pro velké molekuly
MALDI - TOF spektrometry - hlavné pro analyzu proteinu
molekuly s hmotnosti az 100 000 Da
TOF v kombinaci s El nebo ESI - i pro mensi molekuly, v jiném provedeni

Bruker

Agilent Technologies



Priklady pouziti - MALDI-TOF

[Cytochrome CJ+

Analyza biomolekul
— proteiny

— peptidy

— oligosacharidy
— nukleotidy...

[eq. Myoglobin]+
[Ubiquitin]+

Relative Abundance

J[Cytochrome]2+

m/z 14836

|dentifikace mikroorganismu

po extrakci proteint z bakterii nebo i
metodou celych bunék

2mm B
miz 13777

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




SEL DI — Surface Enhanced Laser Desorption lonization

Analyza proteint pomoci vazby na predpfipraveny povrch pevné faze proteinového Cipu:

kombinace afinitniho principu a ionizace MALDI

povrch Cipu - tvofen protilatkou, receptorem, ligandem, chemickou upravou...

naneseni vzorku - navazani proteinu adsorpci, el.-stat. interakci, na afinitnim principu,...
promyti Cipu - odstranéni nenavazané slozky

Analyza — viz MALDI - TOF

p—— , Vzorek - komplexni smés
o, Sy e proteini muze byt

W
[ ‘ . analyzovan souéasné na

nékolika riznych
: sorbentech, aby byly
Vibér povrchu Aplikace vzorku Vymyti nenavizanjch  Spotsvrsivou navazany a analyzovany
slozek proteint veskere proteiny ve
- vzorku
Cipy mohou byt vyrobeny
dle pozadavku zakaznika

Technologie Ciphergen




Dékuji za pozornost...

0 ...1ém, které
N — problematika
zajimala...

d
..ale i tém,
kteri se
nudili !




