9. Kombinace chromatografickych
metod s hmotnostni spektrometrii 11.
Kapalinova chromatografie (LC/MS)

Technika LC/MS

Analyza latek s vétSimi1 M, vétsi polaritou nebo mensi
T stabilitou, nez latky analyzované¢ prostrednictvim GC
(dnes hlavné bioanalyticka chemie — velké M)

! Rozdil tlaku mezi LC a MS je podstatné vétsi nez u GC/MS !
0,5 - 5 cm’ min! (1 faze ) ~100 — 3000 cm3 min' (g faze) — srovnej GC: 5-20 cm’ atm min-!



" Srovnani prutokovych mnozstvi aplikovanych
u metody GC a LC:

Flow considerations in GCMS and LCMS

Packed column

Capillary column

30 cm® helium min !

1 em® helium min™!

£ %

Conventional column

Microbore column

Methanol

1 cm? liquid min~—" requiring
16 W to provide 550 cm’
vapour min~"

60 uL liquid min~' requiring
1 W to provide 34 cm’
vapour min~!

1 em? liquid min~! requifing
43 W to provide 1240 cm?
vapour min~!

60 puL liquid min ! requiring

2.6 W to provide 74 cm’

vapour min




Historie vyvoje technik LC/MS

= Hledani co nejvhodnéjSiho zpusobu zohlediiujiciho
vysoké pretlaky (jejich pripadna eliminace)

= Nasledujici zpusob je nepiimy

= Systém prerusovaného davkovani:
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= Technika umoznuje provadét takeé techniku EI

= BohuZel existuje casova prodleva analyz (3-5 min) =>



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

Nasledujici techniky patii do pFimych metod
Tzv. DLI (direct liquid introduction) — 1970

Typické rysy:
Prevazné CI od rozpoustédla nebo pro zamezeni nutnost
odstranéni nosného média (napt. jako u neprimé metody)
Kromé¢ CI 1ze vyuzit také moZnost ionizace FAB
CI je schopna pracovat s prutoky 5-50 ul min-!
Technika split: klasické pritoky 1-2 ml min-!

splitless: mikrochromatografie (ul min')



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Prime spojeni za pouZiti splitru eludtu.

eludtu —~——»F RN o
chladici o e 3 ~ iontovy
o0 A - 2dro]

e
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Ochlazeni eludtu pro zamezeni
odpaiovani rozpoustédla a
ucpavani otviirku vzorkem

" Prochazi jen ¢ast eluatu => klesa citlivost
(analyt v€etné média)



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Primé spojeni s odcerpavanim par rozpoustédia:

w\-

iontovy
zdroj

desolvatadéni analyzdtor

omocné
N komdrka

vakuum

= V zavislosti na obsahu rozpoustédla je ziskana kromé CI
eventuelné také (EI)

= Desolvatace probiha pod vakuem

. ou- , , (necCerpana a ukonéend.tvrﬁvkou) oo
= Interface resitelny také napft. vyhrivanou trubickou, fungujici jako

desolvatacni komurka, a dovnitt IZ pak prochazi v parach vse



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Spojeni kapalinové chromatografie a davkovani
roztokiu s ionizaci FAB: (piimé nevyhiivané spojeni)

dopad do rebytek nosné kapaliny;nosna
. P
stiredu ! kapalina
na eluat [
- g 4 priitok =
= 1251440 kremenna kapilara«N ﬂ 210 101 Bin
S ~ njekéni
T—' = :i E E‘\ﬁk‘/{ ~ ventil
~ vakuum \ \ &\\
médény nerezovi grafitové;injektor
valeCek  ty& tésnéni

eluat obsahuje pro zajisténi optimalni
citlivosti 10-15% glycerinu




Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Spojeni nerezovou fritou pro ionizaci FAB:

zustane analyt priitok =
rozpustény v glycerinu 0,5 ul min!
\ sklenénd :re?iqnd
nerezovd (| trubidka e LC
frita — l -:;:_? =
| i nerezové
f trubidka
i
Okamzité odpaieni Pridavek glycerinu (15%)

rozpoustédla




Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Rozprasovac (rozmlzovac):

chladici voda

@=100 um
w& . —
b 2 O ° '
He
pritok = az \
do 2 ml min! ¢

a) kfemennd mikrokapildrni kolona
b) polyimidovy povlak
c) chlazeny konec rozpradovade

= Rozprasova¢ muze byt zaveden piimo do IZ nebo funguje jako
soucast tryskového separdatoru GC/MS (odstranéni nosného
plynu a rozpoustédla)



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

Nasledujici techniky zalozeny na pouziti “dopravniku”

Predstavuji snad nejdokonalejsi zpusob, ale!

Typické rysy:

Prvni metoda s pouzitim dratku, prochazejiciho vanickou s
eluatem; nasledovala dvoukomorova desolvatace a tésné pred
prostorem IZ byla zona zahtata a latka odpafena do 1Z

(vyuzito ca 1% eluatu)

Dalsi vyvoj: kovovy pasek (Sifka ca 3 mm a piikapavani eluatu)
Technika vhodna pouze pro termicky odolné latky

Existence pamét'oveého efektu — nevyhoda => nutnost ¢isténi pasku
Technika umoznuje EI, CI (i jinymi médii), FAB apod.

(zatim nejuniverzalnéjsi pouZziti pro vyuziti vSech typtli 1onizaci)



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Pohybujici se pas:

Odstranéni rozpoustédia

Zde jii analyzdtor \ IC !.:’

zasunuto pPo 1)’ imidovj Ic ’/
. . - " - -
= &)

)

iontovy zdroj

topeni vakuum hnaci koledko



Historie vyvoje technik LC/MS - pokrac:.

" Spojeni kovoveho pohybujiciho se pasu s
desorpct pulsnim laserem:
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Soucasné (komerc¢ni) techniky LC/MS

= Vyuzivaji spoluucasti nebo eliminace rozpoustédla

= Pri zahrnuti celého objemu (rozpoustédlo, pufry, analyt)
je pro 1onizaci vyuzito typickych efektu v IZ

= Hlavni druhy interface:

= Particle Beam (! jediny interface, nevyzadujici modifikaci IZ !)
= Termospre] (TS)

= Elektrosprej (ES)

= Specialni odvozen¢ techniky (1onsprej, nanosprej, apod.)

= APCI

= (MALDI/TOF)



Particle Beam (proud castic)

" soucdasti:- zmlzovac (sitko)

. - vyhfivana desolvata¢ni komora
(40-70 °C, p ~50kPa)

. - dvoustupniovy separator

- - dvoustupnove vyveévy (2x)

" média: - mobilni faze s rozpusténym vzorkem
(0,2-1 ml min!)
- - zmlZujici plyn He (1-2 I min-1)

- srovnej GC - fadové ml min-!



" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS

(Particle Beam):

1 mbar => prostiednictvim
vysokokapacitni vyvévy
odstranéno dalsich 90%He
a solventu

e — - _ Heater

lon xS S R e IR
Quadrupole Source By : | 7 | Nebulizer
e ereeresrerereeeereeieiffl G54 |

Fump#\ 500 mbar (50 kPa) | He

i
GC 10 mbar => prostrednictvim LC

Eluent nizkokapacitni vyvévy Eluent
odstranéno 90%He a solventu




Vyhody:

- bez modifikace 1Z

- ziskani spekter v modu EI a CI

- pouziti béznych rozpoustédel jako mobilni faze
(voda, methanol, acetoniltril, hexan ap.)

- pouziti pro slab¢ a stfedné polarni latky do
1000 a.m.u.(steroidy, aflatoxiny, pesticidy ap.)

* Nevyhody:

- omezeni na nepufrovane prostredi
- nelze pouzit pro tékave latky (odsati)
- polarni a vysokomolekularni latky se obtizné zplynuji



" Analyza 6-benzylaminopurinu metodou HPLC/LINC/MS

(Img/ml, 20ul do MeOH:H,0=1:1, p;;,=0,3MPa, LINC 50 °C)
2] () [es] 7] ] s]S] (@] A |5 ) (1] [ree]eer] « | # K]

Sample ID: 6-henzylaminopurin 1mgiml 20pl inj. MeOHH20LINC 50°C 50_380 200°C IS direct inj.

Acquired on 30-Aug-1999 at 11:51:54
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* Porovnani spektra 6-benzylaminopurinu s knihovnou NIST

BEAMPUZ 148 (34671 Cm (148-125)

G.78e3
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100
a1
T
% 105
Ta
a5 e 120 el
. E_1 }DT 135 224
i 121
~ 55 159 2265
e 148 163/ 194 209 7 230
e
|:|_
R:263 HIST 223285 1H-PURIN-G-AMIME, H-CPHEMNWLME THYL}
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l:l IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ml"z
60 20 100 120 140 160 120 200 220 240

Acquired 11:51:54 at 11:51:54 (o

Compound Hame

1H-PURIM-6-AMINE, H-(PHENYLMETH" 'Ly

2 BEMZEME, 1-METHYL-4 (2-FROFENYLOX T IMETHYL -

= NEZFMETHYL-NZFPHENYL-N(1» TOSYLFORMOHYDRAZIIDE
4 ACETOFHENOME BEMZvLOXIME

] 12 7-CYCLODECATRIENE, 1.7-DIMETHYL-, (Z.E.E.}

=] BEMZEMEME THAMAMIMNE, 3-RETHYL

o BENZEMEMETHANAMINE, 4METHYL-

=] 1-BUTAMOME, 1,4-DIFPHEM YL

=] (4H)Z A-BENZOXAZIME, 1.2-DIHYDRO-2-(4-METHYLFHENYL
MAFHTHALENE, 1.2,245 6 -HEXAHYDRO-1,1,5-TRIMETHY"
2Z2-BlIEE-METHYLANILINDACETOFHENOME -

Ay
_|o] x|

Compountd Name: 1H-PURIN-6-AMINE, N-(PHENYLMETHYL }-
SYTomAIn:
Molecular Weight: 225

QLY



" Analyza kys. benzoové metodou HPLC/LINC/MS
(2mg/ml, 20ul do MeOH:H,0=1:1, p;;,=0.4MPa, LINC 50 °C)

Sample ID: K.benzoova, 0.4MPa,LINC 50°C IS 200°C 50_380 C18

Acquired on 02-5ep-1999 at 11:51:50
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* Porovnani spektra kys. benzoove s knihovnou NIST

& Lz ERE FE

i Hits =10] ]

Sample ID: K.henzoova, 0.4MPa,

BAZ 307 (5.117)

Acquired on 02-5ep-1999 at 11:51:50
Reverse fit factor [REV]: 804
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Acquired 11:51:50 at 11:51:50

Hit Compound Hame

1 FYRIDO 1,2-4 AZEPINE-G,7 2 2-TETRACARBOXYLIC ACID,

2 2-PHENACYLPYRIDIME

2 BEMNZOIC ACID, AMMOMNIURM SALT

4 BENZOIC ACID, SILVER{CI+) SALT

5 BENZOIC ACID 2-BROMOETHYL ESTER

T MN-PROPYL BENZOATE

g 1,1-BIPHENYL -3 4-DI0L, #-CHLORO-

a G PHEMACYLPTRIDINE

10 FEHTAMAL, S-(BENZOYLOX

11 HISTAMINE, N-BENZOYL-2-CvaNO-

12 2,2%081-1,2-DI0X0OLAHE, 2-PHENYL-

13 BENZOIC ACID, ETHYL ESTER -
4 v
B Structure e - 0] x|
Compound Hame: BENZOIC ACID

SynonmT:

Molecular Weight: 122

HI:I&___F_«":'




* Princip:

Thermospray (7S)

(prudké odpareni eludtu)
Eluat zaveden pres vyhtivanou kapilaru (ca 150 °C) ptimo do 1Z

(tvorba “nadzvukového” proudu par s kapickami a Casticemi)
Dochazi k postupné desolvataci kapicek

Vznik vysokého potencialoveho spadu na povrchu kapicek —
povrchovy naboj (107 V m!), ktery vzrusta se zmenSujici se
velikosti pi1 jejich odparovani (odparovani rozpoustédla) —

— dano pfenosem naboje mezi ionty soli a analytem

3 spolupusobici druhy ionizace:
- desorpce polem (potencialovy spad na povrchu kapicek)

- CI (pufry — octan sodny apod.) — fragmentacni elektroda
- EI (pt1 pouziti pomocne katody — u latek, kde selhavaji
predeslé druhy nebo k provedeni dodate¢ne fragmentace)



Thermospray - pokrad,

Kombinace ioniza¢nich technik umoznuje aplikaci Sirokeho spektra
mobilnich fazi s riznymi pratoky

Tlak v IZ je 500 — 2000 Pa

Velikost kapicek ca 1 um

Casta tvorba aduktdt MH* a MX* z pufrt (Na, K, NH,* apod.)

U tfady polarnich latek vznikaji se snizujici se hodnotou pH cCasto
vice protonované ionty (2, 3, 4 apod.)

P11 pouZiti rozpousStédel jako metanol a etanol nepozorovan témer
zadny mechanismus 1onizace polem (FI) — zvySeni az po pridavku
vody

Bézna koncentrace pufru AcNH,"=0,1M

FrangmentaCni elektroda muze vést 1 k CI z pufri u latek, které
nebyly ochotny podlehnout CI (nepolarni latky)



" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS
(Themospray).

Quadrupole

@I
I-—- Turner-Kruger

z Entrance Lens
o 3 Optimized
i@Z 5 lon Focus Lens
HPLC : .
Effluent

Vykonné
vyvévy =
velké pritoky

Vaponzer
Probe

AcNH, Electrode Filament Electrode iridiové vlikno

tzv. plasmaspray repelentni elektroda




" Schematické znazorneni tvorby iontu behem
procesu v termospreji (vyparovani iontii):

ionty soli
analyt ionty soli
Solid A7 |
particle il Solvent @ E i+
evaporates _
-2
Liquid droplet 1 B tou) Charged solid Sample ions

particle containing
sample molecule



Dalsi interface zaloZeny na ionizaci za
atmosferickeho tlaku -  API

ESI (elektrosprej a jcho modifikace)

APCI (viz. jiz drive u metody CI)



» Schematicke znazorneni rozhrani API:

2 Torr Declust. Region 8 mT Ion-Guide Region 2x10 “Torr MS Region

g >

.%“\

Chustered Ion

RF - only Ion Guide Stubbies Filt . Quad

Curtain Gas I MS - Filtration
Extraction

Focusing
Declustering

(podrobny rozbor metody a technik — viz. dale)



Electrospray (ES)

* Princip:

Proces probiha za atmosférického tlaku

Eluat zaveden pres trysku (velice uzka kapilara) prfimo do 1Z
Dochazi ke vzniku “nadzvukového” proudu kapaliny

Mezi usti kapilary a zaostfovaci clony vloZeno napéti (5 kV)

Do prostiedi [Z zavadén susici plyn (N,)

Vzajemné pusobeni tlaku kapaliny, povrchové tenze a vysokého
pole na povrchu kapaliny na konci kapilary vznikaji nabité kapicky
Kapicky roztoku rozstitikovany proti proudu N, — rychlé odpateni
rozpoustédla

DiulezZité: technika Setrna pro termicky labilni latky



Electrospray - pokrad,

Zpiuisob ionizace:
- Coulombicka exploze
(pt1 prevyseni kohéznich sil Coulombickymi)

Vétsinou dochazi k fetézove explozi => vznik nékolikandsobné
nabitych iontit | ypické

=> aplikovatelné pro studium biomolekul (velké sniZeni m/z)

Typické pritoky 5-15 pl min!
Technika aplikovatelna 1 na latky, neochotné tvorici 1onty (pak
vznik aduktt s Na, K apod.)




" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS

(Electrospray).

Cylindrical Capillary .
Electrode Entrance CID Region
Nebulizing Needle Capillary Lenses
Liquid/ B — ‘
Sample > o //é
’n R ] - -O % // e ‘ 8
Di[ ( DO o D 3@ X B ) t‘b.-};\- ‘@ :ttt.t‘
e, — = s \\Q lons Enter
L i Quadrupole
——— R TR ’ Analyzer
Nitrogen Bath Gas First Pumping Stage Skimmers
End Plate Second Pumping Stage
Atmospheric  * ’ Capillary Exit % Analyte lons
Prasgure SkV O Nitrogen Gas



" Schematicke zndazorneni techniky Electrospray
a Coulombickych explozi:

==x

—======= API-Electrospray lonization

Nebulizer gas Electrospray lons
Heated nitrogen drying

Solvent spray

ectric 'caipiilafy o

 Diel




Electrospray

- pokrac.
Odvozené techniky:

* Jonspray — misto trysky pouzit rozmlzovac¢ =>
vysSi prittokové rychlosti (jako u TS)
— bezne 50-200 pl min! a pri pouziti stinicich clon
(splitter), zamezujicich kondenzaci kapicek pri
vysokych pritokovych rychlostech, az 2 ml min-!
a vznik mlhy meéné zavislé na povaze kapalné faze

Nanospray — nl mnoZstvi => sniZeni citlivosti na atomadrni uroveii
(fmoly, attomoly)

* Mikrolonspray — ionspay s nizkymi prutoky

* Photospray — pouziti zdroje UV zafeni pro ionizaci latky fotony



" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS
(lonspray).




s Schematicke znazorneni teorie iontoveho
vyparovani u techniky lonspray:

"
-

5 kv & _},f"'f_f_.e
Droplet Droplet &
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& — ) — o O
' ” © D Couomb
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i

_ Molecular
——— Solvent lon



" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS
(Nanospray):

10 - 100 nL/min

NanoSpray
Discrete Sample Introduction

Drawn 1mm ‘
- 1 micron |.D.

borosilicate glass
o Gold coated /

Matthias Mann & Matthias Wilm at EMBL, Heidleberg



NanoSpray Operation

[l Discrete Sample Introduction.
[ Typically 1 uL lasts 30-50min (20-30 nL/min)

Gas pressure

e — 1-2bar Curtain Gas

Sample

Gas pressure
1-2bar

1-2 pm tip from drawn
borosilicate glass tube

Gold coating for electrical Curtain Gas
contact (vapor deposited)




" Schematické zndzorneni spojeni LC/MS
(Microlonspray):

50 - 2000 nL/min

MicrolonSpray
Capillary Chromatographic Inlet

Fused silica
25 nL 20 1.D.

junction

LC Effluent |




MicrolonSpray

Ll Packed Capillary Liquid Chromatography Inlet (0.2- 2

puL/min)

Capillary column
50 - 500 p I.D.
0.2 - 2 yl/min

LC Effluent

25 nL Fused silica
junction 20 L.D.

High Nebulization
voltage

l
et

gas ® Curtain Gas




Electrospray - pokrad,

= Dekonvoluce:
pro vyhodnoceni struktury komplikovanych biopolymernich latek
(proteiny = bilkoviny, glykoproteiny - enzymy, hormony apod.)
a jejich smési vyuzito:
- vysokeho naboje 1ontt (molekula + fragmenty) a
- rozsahlych knihoven spekter + statistickych metod

= Statisticke rozdé€leni na vicemocne 1onty => pocitacovou
dekonvoluci Ize Zjistit M ** (aplikace programovych algoritmii)

= Pozn.: funguje zatim pouze pro jednoduché smeési



= Urcéeni molekulove hmotnosti (M) myoglobinu:

bundance

140

130- 20 fm/pL of Myoglobin
120 4 MW=1 6951

110 | gog, %12
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738 943
70 -
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304
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" Uréeni M myoglobinu:

Rbundance
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- pokrac.



= Urcéeni molekulove hmotnosti (M) tii proteinii ve
SMEsi:

Abundance Raw average from scan 1 to 4 7A
£5000

60000 4
55000
50004 1

Full Scan of Protein
Mixture A,Band C

45000
40000
35000

30000 |
25000 4

20000
15000 ;

10000 §
5000 l I MJ' UL

01— - : . :
n/z--» 700 800 900 1000 1160 1200 1300 1400 1500 1600 1700

* Spektrum smési cytochromu C, myoglobinu a lysozimu



= Urceni M tri proteinii ve smesi.: - pokrac.

Abundance . 7B
100000
A *
A 942.75 A lobin
hEQJ.JS 9”'”1&53 s A MYOQ
i 848.95 Hit0e
1211.40 A
| 1304.90

0 ]
Abundance
100000

Cytochrome C
50000
“5 Th 951 §5 B 5
-m ss L “’31 " 1124.50

0 T
hb-.:ndanj:o
100000

Lysozyme
50000 ¢
C 1192.80 ¢ "
1101.45 l 1301.50 ..

0 | 1 L

m/z--> 750 850 950 1050 1150 1250 1350 1450

= Pocitacova dekonvoluce vychoziho spektra smési



= Urceni M tri proteinii ve smesi.:

- pokrac.

Aburdance
500000 1

400000 1
300000 |
200000 -

100000 ;

Cytochrome C

B
12362.71

|

Lysozyme
Illgg.lﬁ

Myoglobin
A

16952.11

T * T
12000 13000

14000 15000

16000

*  Automaticky pocitaCove vypocitané M tfi slouCenin




" Potvrzeni syntezy peptidu prostrednictvim ES':

hbundance Scan 3 (3.000 =min) -
[M+H]*|*
24004
2200 4
2000 { Lys-Gly-Gly-Val-Phe-Trp-Asp-Pro-Asn-Cys-Val-Thr-Ala
1800 4
1600 4 MW=1352.8
, 638
1400 4
1200 : [M+2H]2+ 1161
1000 4 682 —
800 4
600 4
400 . - 1]51 ﬁ
200 4
0 JJ' ].JLLF. W W IL.L | " _1_“ 11111 1 R
B/Z==> GOCI 650 700 750 000 I5D 905 ?50 1000 1050 liﬁﬂ 1156 1200 1350 1]00 1350 1-‘00

= Peptid KGGVFWDPNCVTA s molekulovou hmotnosti 1362 Da

= Peptid obsahuje jedno a dvoymocné nabité ionty a fragmenty



API - opakovani (viz. jiz prednaska ¢.4)
ESI (velice podobne¢ usporadani iontovych zdrojh)
(elektrosprej)

(realizovatelnost diky vykonnym vyvévam)
(pro kladné 1 zaporn¢ ionty) (podobna citlivost)

* Princip: ionizace prostiednictvim korondrniho vyboje
APCI nebo f zdrice
" Vysledek: vznik adukti s molekulami mobilni faze
soli - [M+1]" =H, [M+23]" =>Na, [M+39]7 =>K,
[M~+18]" =>NH , apod.)
I voda, metanol, aceton apod. mohou také 1onizovat !
(na konci kapilary dochazi ale obecné k odpateni rozpoustédla)

= u CI vznika Casto [M-1]

Metoda umoznuje urCeni molekulové hmotnosti az do 200 kDa

! Na rozdil od ES - vznik vicemocné nabitych iontit eliminovdan !




" Schematické znazorneni zdroje pro APCI:

APCI iontovﬁ zdroj

100 kPa 10” Pﬂ
- (760 turr&) (10 ®sorr )

- jehla 1

) ’ koronového N,
a) rozprasovaci plyn vyboje +600V OV

b) vyrovndvaci plyn + 6000 V

Pozn.: v jinych literarnich zdrojich je uvadéna teplota 300 — 600°C



" Schematické znazorneni zdroje pro APCI: - pokraéovini

~ Flange

; Quadrupole -
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Eluent



Analyza latek prostrednictvim APCI:

=== APCI| Mass Spectrum of Sulfamethizole

Abundance 271

M+H]




Kolizi indukovana disociace (CID)

What is CID (Collision Induced

Dissociation)?
i Skimmers Oﬁztnpole
« Molecular fragmentation by Capillary ¢ /
ion collisions with nitrogen I
molecules in ion optics / /

Provides confirmatory ions
for auahtitati\?e;an'alys;s 4
Il _’:{?__ ] : - it




" Priklad aplikace techniky CID:

684.65

Abundance

1 Fragmentor = 75 volts
8000 =4

S 6000

a000] o 5 ; L _ L

e
. ; | et s

mi-> 350 80 450 500 580

ihulﬁn;a e e die e T T e
Fragmentor = 175 volts

i

49T lossofCl2fattyacid




" Priklad aplikace techniky CID: - pokrac.

=" In-Source CID of a Phosphopeptide

't"?
Abundance & 11345 m+1[*
2000 AcQ E& ﬁ-N H
1500 | b P

LER A
3o 404 s00 600 700 #0090 1llll|] 1100 - - 1200

Comf-> C



" Srovnani techniky MS/CID/MS a LC/CID/MS:

\=======4 MS/CID/MS and LC/CID/MS

MS/CID/MS

/
e i
e

APl ion source  Stage 1 Stage 2 Stage 3

No separation Mass separation Fragmentaﬁun Mass analysis

Stage 2 | . N
HPLC  APlionsource = Stage 3 D :

LC separation . Fragmentation =~~~ Mass 3'3.15'-]-’;_‘; L



" Schematické znazorneni techniky trojitého
quadrupolu.

MS/MS-System
Multiple Reaction Monitoring (MRM)

. - ) e -
""""" - ® ./'
O wwrivew Ol D D
.......... > 3
. ___________ - \ D -------------------- >
Precursorion Fragmentation Product ion

set (CAD) set



" Srovnani citlivosti jednoduchéeho a nasobného
deleni (jediny a dvojity quadrupolovy analyzator):

Selectivity of LC/MS/MS vs. LC/MS

5!1 Crude racehorse urine extract
A dexamethazone (21 hr post dose)
|, ~ 2ng m sample mjected both cases




Komerc¢ni pristroje pro LC/MS (CID)

" Schematicky obrazek pristroje od firmy Perkin
Elmer (skupina Applied Biosystems):

APl 365 LC/MS/MS lon Path

Multiplier lon Source

Complete lon Path May be Removed on a Single Optical Rail




" Schematicky obrazek pristroje od firmy Perkin
Elmer (skupina Applied Biosystems):

APl 3000™ system ion path with LINAC™ collision cell

Skimmer

LINAC
Collision Cell  ST3
T —

The patented LINAC™ high-pressure collision cell
accelerates ions through the collision quadrupole,
providing increased sensitivity at greatly reduced
dwell times.



Matrix assisted laser desorption ionization
(MALDI) coupled with (TOF) analyser

* Princip:
(glycerol, Li soli, slabé arom. kyseliny)
= Na podloZku na kter¢ je nanesen vzorek v prostredi matrice

(pomocne médium) je zaméren pulsni laserovy paprsek

= (ast matrice se vzorkem je odparena a ionizovana (spoluptisobeni

pomocného ionizujiciho média). Pozn. soli neinterferuji se vzorkem
(ovlivnéni vysledného spektra)

= Technika je relativné energeticky Setrna (zavislostna £, ;)

= Nedochazi ke vzniku nékolikanasobné nabitych iontu jako u
eletrospreje a je velice omezena fragmentace

= Jonizacni technika kombinovana s analyzatorem doby letu (7TOF),
ktery je schopen velice rychle indikovat 1onty az do ca 100 kDa

* DileZité: technika Setrna pro termicky labilni latky a
velice ucinna pro analyzu biomolekul



" Schematicke znazorneni spojeni MALDI/TOF:.

Irradiation
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Hmotnostni spektrum albuminu z hoveziho séra v matrici

kyseliny sinapinové ziskané technikou MALDI/TOF

(kyselina 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoiicové)

oo, 134270

66521.8

RA (%)

131261.9

33069.6

i T T 1 L T
20000 40000 £0000 80000

1 i 1 » T
100000 120000 142000

m/z



Shrnuti

——=======3 Interfacing HPLC to MS

« HPLC « MS
= High pressure liquid phase = High vacuum required
separation T
» Produces high gas load - Tolerates limited gas load

* Near-ambient temperature - Elevated temperature

epentson i ana

.+ Prefers yolatie buffers .

¥




Aplikovatelnost techniky LC/MS v zavislosti na

molekularni hmotnosti ldatek a jejich polarité

ﬁblécular Weight

=== Relative Applicability of LC/MS

Techniques
100,000 4 -
API-Electrospray
10,000




