C7895 Hmotnostni spektrometrie biomolekul
Jan Preisler

Oddéleni analytické chemie Ustavu chemie, A14-312, tel.: 549496629,
preisler@chemi.muni.cz. Konzultace dle domluvy v kancelafi.

Kurs poskytne zaklady hmotnostni spektrometrie: piehled ionizacnich
metod, hmotnostnich analyzatorti, vybranych technik a aplikaci. Duraz
bude kladen na hmotnostni spektrometrii biologickych latek (ionizacni
metody MALDI, ESI), moderni instrumentaci v hmotnostni spektrometrii
(TOFMS, iontové pasti, FT-ICR-MS) a nejnovéjsi vyvoj v oboru.

Plan prednasek pro rok 2010
Prednasky se konaji v uéebné A14-207 kazdou stfedu, 14:00 — 15:50;
zmény budou ohlaseny predem.

Sylabus a ¢asovy plan mlze byt jesté mirné upraven v pribéhu semestru.
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Predbézny plan prednasek pro rok 2007

7. 3.11. Time-of-Flight hmotnostni spektrometr (TOFMS).
Metody zvyseni rozliseni TOF MS (reflektor, zpozdéna a ortogonalni
extrakce).

8. 10.11. Kolizné indukovana disociace (CID). Tandemova MS

(MS/MS). Dal$i moznosti disociace (ECD, ETD, fragmentace ve zdroji
a za zdrojem — ISD a PSD). Techniky TOF-TOF, LIFT. lon mobility
spectrometry (IMS).

9. 17.11. Detektory a detekéni elektronika. Principy vakuové
techniky. Spojeni separace a hmotnostni spektrometrie: instrumentace
(on-line, off-line, ¢ipy)

10. 24.11. Biologické aplikace MS: proteomika. Separaéni
techniky. Enzymatické $tépeni proteind. Identifikace proteinu:
mapovani peptidl, sequence tag, accurate mass tag.

11. 3. 12. Aplikace: proteiny a peptidy. Izotopové znaceni. Metoda ICAT.
Stanoveni sekvence. Post-transla¢ni modifikace.

12. 10. 12. Analyza S-S mustku. Proteiny. MS databaze. DNA, sacharidy,
syntetické polymery.

13. 17.12. Konzultaéni vanocni besidka (s pfiklady otazek u zkousek).
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Uvod do hmotnostni spektrometrie: Strucna historie. Prehled
metod a instrumentace. Zakladni koncepty MS (rozliSeni,
citlivost). lzotopové paterny organickych molekul

lonizaéni metody a metody zavadéni vzorku: lonizace
elektronovym narazem (El)

Predbézny plan prednasek pro rok 2007

1. 22.9. Strucna historie hmotnostni spektrometrie: Pfehled metod a
instrumentace. Zakladni koncepty MS (rozli$eni, citlivost). loniza¢ni
metody a metody zavadéni vzorku: Elektronova ionizace (EI).

2. 29.9. Chemicka ionizace (Cl). Doutnavy vyboj. Indukéné vazané plazma

(ICP). lonizace rychlymi atomy (FAB). lonizace (SIMS). Fotoionizace (PI).

Plazmova Desorpce (PD).

3. 6.10. Laserova Desorpce (LD). Laserova desorpce za U€asti matrice
(MALDI).

4. 13.10. Termosprej (TS). lonsprej (IS). Elektrosprej (ES). Analyzatory.
Zaklady iontové optiky. Weinuv Filtr. Energetické analyzatory (E).

5. 20. 10. Hmotnostni analyzatory. Magneticky sektor (B).
Kvadrupolovy filtr (Q). lontova past (IT).

6. 27.10. Linearni past (LT). lontovy cyklotron (FT-ICR-MS). Orbitrap.
Elektrostaticka past. Simion: pfiklady.
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I. Uvod

+ Zdroje informaci o hmotnostni spektrometrii

» Struc¢na historie hmotnostni spektrometrie, prehled metod a
instrumentace

» Zakladni koncepty hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrol


mailto:preisler@chemi.muni.cz

Studijni material

Poznamky z prednasek

Materidly pouzité pfi pfednasce Ize stahnout z: http:\\bart.chemi.muni.cz

a pouzivat pfi pfednasce.

Neexistuje souhrnna ¢eska ucebnice nebo skripta moderni hmotnosti
spektrometrie se zaméfenim na analyzu biomolekul.

Skoly hmotnostni spektrometrie a HPLC-MS.

Doplikova literatura

« Robert J. Cotter: Time-of-Flight Mass Spectrometry - Instrumentation and
Applications in Biological Research, American Chemical Society, 1997.

« Richard B. Cole et al.: Electrospray lonization Mass Spectrometry -
Fundamentals, Instrumentation & Applications, John Wiley & Sons, Inc.,
1997.
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Hmotnostni spektrometry

Zaklady iontové optiky. Simulace pohybu iontu, Simion
Energetické analyzatory

Magneticky sektor

Kvadrupolovy analyzator

lontovy cyklotron (ICR-FT-MS)

lontova past (IT)

Time-of-flight hmotnostni spektrometr (TOFMS)

Nové hmotnostni spektrometry: Orbitrap, TOF-TOF, LIFT-TOF.
Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS, MS")
Kolizné indukovana disociace (CID)

Povrchové indukovana disociace (SID)

Fragmentace ve zdroji (ISF) a mimo zdroj (PSD).
Principy vakuové techniky

Detektory a detekéni elektronika

Chromatografie - MS (on-line, off-line, in-line MS)
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Dalsi zdroje informaci

Internet

Ucebnice http://www.ms-textbook.com/ nebo

http://www.spectroscopynow.com/Spy/basehtml/SpyH/1,1181,4-14-9-0-0-
education_dets-0-68,00.html|

Souborny zdroj informaci www.spectroscopynow.com

Protein Prospector prospector.ucsf.edu

Komeréni spole¢nosti, napf. http://www.matrixscience.com/

atd. atd.

Specializované casopisy

International Journal of Mass Spectrometry

Journal of Mass Spectrometry

Journal of the American Society for Mass Spectrometry
Mass Spectrometry Reviews

Rapid Communications in Mass Spectrometry
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Aplikace MS
Analyza biologickych latek:
» Proteiny, mapovani peptidu, peptidové databaze, nové metody (ICAT)
+ Analyza peptidl (disulfidové muUstky, post-translaéni modifikace)

* Nukleové kyseliny
+ Sacharidy

Analyza syntetickych polymert

Adalsi...
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loniza€éni metody a metody zavadéni vzorku

Doutnavy vyboj (GD)

Elektronova ionizace (EI)

Chemicka ionizace (Cl)

Indukéné vazané plazma (ICP)

lonizace rychlymi atomy (FAB)

lonizace (SIMS)

Thermosprej (TSI)

lonsprej (IS)

Elektrosprej (ESI)

Plazmova Desorpce (PD)

Laserova Desorpce (LD)

Laserova desorpce za Ucasti matrice (MALDI)
Spojeni separace a hmotnostni spektrometrie (on-line, off-line, Cipy).
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Strucéna historie hmotnostni spektrometrie

1803 Daltonova atomova teorie
“hmota se skada z atomu; vSechny
atomy maji stejnou hmotu”

... ne tak docela: izotopy

Dukaz izotopu:

- spektroskopie: nepatrny posun ¢ar
... vyZzaduje kvalitni pfistroj

- MS: snadné stanoveni

/z fori Deatllorr,
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Doutnavy vyboj jako iontovy zdroj

1880’s Crookes: doutnavy vyboj

vrstva iontd

z U~700VDC
+ z - I~1mA
H, + H,* > (H,*) + H,
(H,)' > H, + 4 hy
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Magneticky sektor s energetickym analyzatorem

1919 F. W. Aston: Mass Spectrograph (Phil. Mag. 1919, 38, 209)
Magneticky sektor s energetickym analyzatorem

) selekce
kinetické ;
. analyza
(+) enezrgile hmoi,rfosti r=f(m/z)
+

zdroj B

Stérbina + + +
extrakce

a fokusace

Vétsina pfirodnich izotopu stanovena do r. 1930
Nobelova cena za projev v r. 1934: “MS mrtva, v§e hotovo ...”
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Prvni hmotnostni spektrometr

1911 J. J. Thompson: Parabola MS (Phil Mag. 1911, 21, 225)
“Paprsky pozitivni elektfiny” 1913

s elektrodami
duta katoda

magnet

fotograficka deska

Nvakuové
pumpa

Doutnavy vyboj v Ne pfi 1 Torr, dutd katoda, magnet
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Struéna historie MS ve zbytku 20. stol.

1940 C. Berry: Elektronova ionizace (Electron Impact, El)
Struktura organickych slou¢enin

1950-70 MS pouzivano ke strukturni analyze organickych slou¢enin

1980+ Analyza tézkych a velmi tézkych molekul diky novym ionizacnim
metodam: FAB, PD, ESI a MALDI

2005 MS pro kvalitativni, strukturni i kvantitativni analyzu

Siroka kala komerénich hmotnostnich spektrometr(i
MS nezbytna pro analyzu organickych a biologickych molekul
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Prvni hmotnostni spektrometr

Fotograficka deska jako detektor: ¢ary 2°Ne a 22Ne na fotografické desce

22Net 20Net
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Zakladni koncepty hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr
pristroj, ktery z analyzované latky produkuje ionty a stanovuije jejich
hmotnost, pfesnéji pomér hmotnosti a naboje

Soucasti spektrometru

1. Komora s iontovym zdrojem (zafizeni na zavadéni vzorku, iontova
optika)

2. Hmotnostni analyzator (iontova optika, magnet, detektor)

. Vakuové pumpy (nizké, vysoké a ultra vysoké vakuum)

4. Ridici a vyhodnocovaci elektronika, software

w
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Hmotnostni spektrum
lontovy signal vs. m/z
lontovy signal

proud, ¢asto pfeveden na napéti, libovolné jednotky
normalizace signalu: intenzita nejvy$siho piku = 100%

normalizace iontového signalu

e " i n J.\ M
i et
W0 M0 B0 X0 1000 00 L0 1N0  MGD 10 600 1700 G0 100 200 200 0 2o 20 2300

Mass/Charge
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Pouzité zkratky

m  hmotnost molekuly (u, a.m.u., Da)

z pocet naboj; (-)

ucginna hmotnost (Th, Thomson), slang: hmotnost, hmota
elementarni naboj (1.6x101°C)

napéti (V)

intenzita elektrického pole (V/m, N/C)
energie, prace (eV, J)

rychlost iontu (m/s)

polomér zakfiveni (m)

draha (m)

stfedni volna draha molekuly

¢as, doba (s)

srazkovy prumér (m)

srazkovy prurez (m?)

redukovana hmotnost (a.m.u., Da, kg)

3
N

TEqa~">r--S<smco
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Hmotnostni spektrum
Hmotnost, m
a.m.u., u, Da (Dalton), po¢et atomovych hmotnostnich jednotek
Ciselné rovny molarni hmotnosti
m/z - 4éinna hmotnost, Th (Thomson)
Pocet naboju, z
pocet elementarnich naboju iontu
obvykle +1
vyjimky, napf. elektrosprej: |z| >> 1

lonty: pozitivni a negativni, ne kationty a anionty.

Hmotnostni spektrometrie, ne spektroskopie.

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 20

Pouzité zkratky

¢giselna koncentrace (m-3)

proud (A), tok (m?)

teplota (K)

tlak (Pa, Torr)

rozliSeni (-)

frekvence (Hz)

uhlova frekvence (rad/s, s1)

znak pfimé umeéry

detekéni limit, téz LOD, limit of detection (obvykle mol, g, M)
S/N  pomér signalu k Sumu (signal-to-noise ratio)

RSD relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)

R E TXVWT A4~ 5

-
o
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Vybrané veli¢iny v hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni rozliSeni
Mira separace dvou prilehlych piku.

Dvé definice:

1. FWHM (full width at half maximum), R = m/4m

2. Max. hmotnost, pfi které Ize jesté rozliSit piky s jednotkovym rozdilem
hmotnosti.

Energie iontu

« Joule, J

« elektronvolt, eV
atomy misto molu ... elektronVolty misto Joull. 1 eV =1.6x 101°J
jednoduchost: urychlovaci napéti = 100 V, naboj = 1 ... E = 100 eV
vhodné pro srovnani s energii ionizacni, vazebnou, s energii fotonu atd.

Tlak, p
1atm =760 Torr = 101 325 Pa = 1,01325 bar = 14,70 PSI
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Izotopové paterny organickych molekul
Izotopy uhliku: 99% 12C, 1% 13C

Patern jako funkce poétu uhlikovych atomt v molekule:

C: 99% 2C 1% 13C

C,: 98% 2Ct2C 2% 12C13C 0.01% 13Ct3C

Cy 97% 12C12C12C 3% 12C12C13C  0.04% 12C13C1C 10+ 9% 13CI13CI3C

Binomicka fada

Relativni vyskyt lehkého izotopu, a
Relativni vyskyt tézkého izotopu, b
Pocet atomu, n

Napf. pro n = 2: (a+b)? = a2 + 2ab + b?

Monoizotopicka molekula obsahuje dané atomy ve formé jediného izotopu
(u org. molekul obvykle atomy C - pouze izotopy 2C)
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Izotopové paterny organickych molekul

Relativni vyskyt molekul v %:
Ceo:  '%Cq 100
12C,13C 66
12C,15C, 21
12Cg,13C, 4.6
Cio *Cigo 100
2Cqot3C 110
12C,4,13C, 60
12C,,13C, 22
(normalizovano na vyskyt monoizotopické molekuly /pouze 12C/ = 100 %)

Se stoupajicim n prestava byt monoizotopicka forma dominantni a intenzity
riznych forem jsou porovnatelné (Siroka obalka) ... viz piiklad dale.
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Molecular formula: C60H90N12012S2 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
1234.6
100

80 12356
60

40 1236.6

20 1237.6

0 A 12396

1234 1236 1238 1240
Mass/Charge
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Prakticky dopad vyskytu izotopt

- Snizeni citlivosti
- Nutnost vysokého R pfi vysoké m/z pro spravné stanoveni m/z

+ Pouziti izotopovych vnitfnich standardd

Priklad:

5 peptidi/proteintd s pomérem zastoupeni prvkul
C:H:N:0:5=30:45:6:6:S

R =20 000

CSOHASNGOBS c60H90N1201252
CgoH135N15018S3 C150H270N36036S6 .. navic ukazan pro ruzna R
C27UH405N5405489 C3GOH540N272 O272512

C900H1350N1800180530 c1800H2700N3600360560
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Molecular formula: C90H135N18018S3 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
1852.9

100 18519

80
1853.9
60

40 1854.9

20 1855.9

A 18§\7.9

1852 1854 1856 1858
Mass/Charge

o
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Molecular formula: C30H45N606S Resolution: 20000 at 50%
%Int.

617.3

100

80

60

40 618.3

20

619.3
0 6203 6213 223 623.3
616 617 618 619 620 621 622 623 624 625
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

3705.9

100

80

60

40

20

3704 3706 3708 3710 3712 3714
Mass/Charge
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Molecular formula: C270H405N54054S9 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

5559.8

100

80

60

40

20

5569.8

5555 5560 5565 5570
Mass/Charge

Molecular formula: C1800H2700N3600360S60 Resolution: 20000 at 50%
%Int.

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 31

Molecular formula: C360H540N2720272S12 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
13414.4
100

80

60

40

20

13405 13410 13415 13420 13425
Mass/Charge
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Molecular formula: C900H1350N1800180S30 Resolution: 20000 at 50%
%Int.
18533.4
100

80

60

40

20

18520 18530 18540
Mass/Charge

37066.0
100
80
60
20 Am/z ~ 12
20
0
37050 37060 37070 37080
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 500 at 50%
%Int.
3706.6
100
80
60
20 Am/z ~9
20
0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 2500 at 50%
%lInt.
3706.2
100
80
60
20 Am/z ~4.5
20
0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 5000 at 50%
%Int.

3705.9

100

80

60

40

20

3718.0
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Molecular formula: C180H270N36036S6 Resolution: 10000 at 50%
%lnt.
3705.9
100

80

60

40

20

3717.9
3695 3700 3705 3710 3715 3720
Mass/Charge
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Vicenasobné nabité ionty

« Typicky priklad: vicenasobné nabité ionty [M+zH]** z elektrospreje
"Obalka" ve tvaru zvonu.
« Mezery nejsou ekvidistantni (narozdil od izotopového paternu).

S
PE: m/z
m =10 000 Da
z 4 5 6 7 8 9 10
m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001
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Co muzete fici o tomto spektru?

Pozn: Jedna se o ¢ast hmotnostniho spektra jediné organické slouceniny.
Hodnoty m/z byly uréeny s toleranci ~ 0.1.

S | 10003 10007
10000 | | 10010

m/z
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Il. loniza€ni techniky a zavadéni vzorku

vzorek (atm. tlak) — vzorek (vakuum)

Nezadouci jevy

 narust tlaku v iontovém zdroji

« ochlazovani a mrznuti vzorku v dusledku vyparovani

« adsorpce latek ze vzduchu (napf. vody) na stény iontoveél

Rozdéleni vzorku podle skupenstvi
+ Tekuté vzorky

plynné vzorky

kapalné vzorky (kapalny analyt,
+ Tuhé vzorky

tékavé (lehké slouceni

netékavé (polarni,

Hmotnostni spektrol

Zavadéni vzorkul

Off—l.ine iontovy zdroj ventil atmosfericky tlak
On-line (vakuum)
In-line

vzorek sonda

Pocet zavadénych vzorkd

+ 1 vzorek

* Vice vzorkl
« sériové (diskrétni vzorky nebo spojity tok)
* paralelné
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Elektronova ionizace, El (Electron impact)

Klasicka ioniza¢ni technika.

Elektrony emitované ze Zhavého vlakna jsou urychleny stiedné velkym
napétim.

Energie elektronu, E(e’) = urychlovaci napéti x naboj (1).

Typicka energie: 70 eV.

+15V

ABC*

E———

komora

e
I pfivod plynu ABC ve sméru kolmém

2h§vené k svazku elektronu (x)
vlakno

55V
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Mechanismus El

Interakce elektronu s molekulou analytu ABC:

e (rychly) + ABC —» ABC* + 2 e" (pomalé)
Vysledna rovnice,

ABC —» ABC* + e

je charakterizovana ioniza¢ni energii ABC, AH(ABC).

lonty ABC* s prebytkem energie se mohou dale rozpadnout:
(ABC*)' > AB* + C, A + CB* atd.

Stuperi fragmentace zavisi na energii elektront, E(e’) a na struktufe
analytu:
a) E(e") ~ ionizacni potencial = tvorba molekularnich ionta.

lonizaéni potencial jednoduchych organickych molekul ~10 — 12 eV.
b) E(e) >> ionizaéni potencial = fragmentace.

Typ fragmentace zaleZi na struktufe analytu; sloueniny s podobnou
strukturou maji podobna fragmentacni spektra.

Interpretace spekter. Knihovny spekter (> 100 000 spekter).
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Chemickﬁii‘;m'zace t&l). Dot av;"; vflboj. Indukéné vazané

plazma (ICP). lonizace rychi)’lmi atomy (FAB). lonizace
(SIMS). -Fotoionizace (Pl). Plazmova Desorpce (PD)

Chemicka ionizace (Cl)

20. léta 20. stoleti A. J. Dempster
Tentyz iontovy zdroj jako pro El plus reaktivni plyn

Reaktivni plyn (RH)
CH,, butan, H,, NH; atd.
p(ABC) < 10 Pa
p(R) ~0.1 Pa (A ~ 0.05 mm, mnoho kolizi ve zdroji)

Mechanismus tvorby iontt
a) produkce RH*

e (rychly) + RH - RH* + 2 e (pomaly)
b) pfenos naboje

RH*+ ABC —» RH + ABC*
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Mechanismus El

Prahova energie, AE (appearance energy) pfi niz se objevi dané
fragmenty, nemusi byt vétsi nez AH(ABC)!
ABC — ABC* + & lonizaéni energie ABC, 4H(ABC)
ABC - AB*+C +e" Prahova energie AB*, AE(AB*)
AE(AB*) = 4H(ABC) + D(ABC*) Dissociacni energie ABC*, D(ABC*)

Absorpce elektronti pfi prichodu plynem ionizované latky

Ubytek proudu elektronti, di pfi priichodu infinitesimalné tenkou vrstvickou
analytu:
dl = -acldx,

po integraci:
I =1, e

| proud elektronti (A)

¢ koncentrace molekul ABC, (cm3) (c = p/RT)

x tloustka vrstvy (cm)

a prafez (cm?) ... analogie koeficientu € v Lambert-Beerové zakonu
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Mechanismus tvorby iontu pfi Cl (okr.)

c) pfenos protonu (béznéjsi)
RH* > R + H* PA(R) protonova afinita
ABC + H* —» ABCH* - PA(ABC)
RH* + ABC — R + ABCH* AE = PA(R) - PA(ABC)

AE < 0: exotermni, preferovana reakce

AE << 0: pfebytek energie ABC* = fragmentace ABC*, strukturni analyza

AE <0, 4E — 0: ABC* a ABCH* prevladaji:
+ kvantitativni analyza
+ molekulova hmotnost ABC
+ vysoka ionizacni ucinnost (ABC)
- zadna informace o struktufe
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Kolize molekul pfi CI

Stfedni volna draha molekuly

Stredni draha, kterou urazi iont mezi 2 srazkami
%= (V2rno?n )1

A(cm) = 0.66/p(Pa) (pouze hruby odhad)

Pocet kolizi

z = no?(8KT/(mp))Y2

4 redukovana hmotnost, 4= (m;* + m, %)

o kolizni pramér

o prafez molekuly

Cl: 101516 kolizi, vysoka ioniza¢ni Gc¢innost (ABC)

Porovnani Cl vs EIl
+ silnéjsi signal
- vy$Si Sum
+ celkové vyssi pomér S/N (LOD organickych latek ~ pg)
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Zavedeni vzorku pro EI/CI (pokr.)

if) membranové interface - zavedeni analytu pfes membranu,
oddéleni nosného plynu pomoci membrany

c) primy vstup z kapilarni GC kolony (niz$i tok nosného plynu, He)

2. Tékavy, termalné stabilni pevny vzorek
PFimé vloZeni vzorku na sondé (sklo, keramika, ocel). Po vloZzeni vzorku
do spektrometru dochazi k jeho odparovani a ionizaci v plynné fazi.
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Negativni chemicka ionizace
Tentyz iontovy zdroj jako pro El plus reaktivni plyn
Mechanismus

1. Produkce termalnich (pomalych) elektronu
e (rychly) + RH — RH* + 2 e (pomaly)
W(pomaly e) ~ 3/2 kT
T~400K=E~0.1eV
2. Zachyt elektronu
ABC +e — ABC-
Pfednostné u sloucenin s elektronegativnimi skupinami (PCB, NO;" atd.)
LD ~pg
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Zavedeni vzorku pro EI/CI (pokr.)

3. Netékavé latky

- Velké molekuly

- Molekuly s mnoha polarnimi skupinami

... mnoho zajimavych sloucenin (proteiny, DNA, sacharidy)

a) Priprava tékavych derivatt a nasledna standardni ionizace (El, Cl).
Vhodné pro molekuly s M < 1000 Da.
Priklad: esterifikace, RCOOH + CH;OH — RCOOCH,

b) Pouziti klasické jonizace v desorpénim provedeni. Vzorek naneseny na
sondé je vsunut do iontového zdroje, kde dochazi k pfimé interakci
elektronl se vzorkem v kondenzované formé.

c) Jiné ioniza¢ni technik:
“Mékka” ionizace: produkce molekularnich iontt aniz by doslo k jejich
tepelnému rozkladu: FAB, Elektrosprej, Laserové desorpéni metody
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Zavedeni vzorku pro EI/CI

1.Plyn/tékava kapalina

« Analyza zbytkovych plynu (“residual gas analysis"):
otevfeny iontovy zdroj v komofe s plynem: p(komora) = p(plyn)

« Eluent ze separacni kolony (GC-MS)
Problém: Vysoky proud plynu z klasickych kolon GC
a) oddéleni a sbér frakci (split, splitter)
b) rozhrani (interface) pracujici bez preruseni
i) tryskovy separator
— MS

(particle beam) kolona ——
pro obohaceni ABC ‘\——/‘ F’i
v nosném plynu l

vyzaduje M(ABC) >> M(nosic) vakuova
... He jako nosny plyn pumpa
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Anorganické iontové zdroje
Doutnavy vyboj
Termalni ionizace
Indukéné vazané plasma

Dal$i techniky vhodné pro analyzu anorganickych vzorku, napt. laserova
desorpce, jsou pouzitelné i pro organické latky a biomolekuly a budou
zminény pozdéji
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Doutnavy vyboj

Prvni iontovy zdroj (J. J. Thompson)
Analyza pevnych vzorku, obvykle vodivych.
Pfesna a celkem citliva analyza: RSD ~1%, LOD ~1 ppb.
Vyboj v Ar (p ~100 Pa): Ar* vyrazeji atomy kovu M z desti¢ky vzorku a
pozdéji je ionizuji na M*.
Ar
100 Pa

/ do MS,

Induktivné vazané plazma
(Inductively Coupled Plasma, ICP)

Eﬁzr:ovy odvka 101 kpa } 100 Pa} 0.1Pa
aerosol |
vzorku
Ar, 1L/min / OOOO% w m
radialni tok Ar, fonty série otvoru
10 L/min atomy (differencialni pumpovani)

1. Desolvatace MX (aq, aerosol)

2. Vypareni MX (s)

3. Atomizace MX (g): disociace na M(g) a X (g)
4. lonizace na M+ (g)

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 58

ICP

100 Pa

Plazma _—

» Obvykle 3 vakuové stupné (diferencialni pumpovani).
» Velmi G¢inna ionizace, N(M*)/n(M) = 90 — 100%.

* lonty s jednim nabojem prevladaji.

* Nerovnovazny systém.
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6] 0.1 Pa
katoda,
desticka () vstup do
hmotnostniho
vzorku .
analyzatoru
anoda
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Termalni ionizace (TI)
shavené 0.1
4 —— Pa
vlakno ]l KMS
(G ©)
Vzorek nanesen na vlakné; vliakno odporové zahfivano.
Vyparovani, atomizace a ionizace:
MX (s) > MX (g) > M (9) + X (9)
M (g) > M*(g) + e (vlakno)
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Termalni ionizace
M(g) Saha-Langmuirova rovnice
n(M*)/In(M) oc exp[(W - IE)/(KT)]
Pracovni funkce kovu (vlakno), W ~ 4 eV
M*(g)
Kov K Ca Fe Zn
IE (eV) 46 60 78 94
(W - IE) (eV) -05 -15 -39 -54
ucinné slabé
e Tfi vlakna (s rozdilnou teplotou): Nahrada jednoho vlakna, které
odparuje a ionizuje vzorek pfili§ rychle.
Stabilngjsi iontovy tok (RSD pouze ~0.1 % !)
Uzite¢né pro stanoveni izotopového zastoupeni.
57

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010

Diferencialni pumpovani

101 ku 1k Pa)lOO Pa) 1Pa
y MS

iontovy
zdroj

I !

pumpal pumpa2 pumpa3

- Casto pouzivany koncept v MS
- pouzit u technik ionizace pfi atmosferickém tlaku
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ICP

Supersonicka tryska

Zhava plazma (5000 K) proudi dovnitf otvorem a expanduje nadzvukovou
rychlosti. Nahodny pohyb atom( na atmosferické strané je charakterizovan
Sirokou distribuci kinetické energie (5000 K) a relativné nizkou stfedni
translaéni rychlosti. Uvnitf se atomy pohybuji nadzvukovymi rychlostmi s
velmi tzkou energetickou distribuci ... supersonické ochlazeni (~300 K).
Distribuce je pozdéji narusena srazkami s okolnim plynem (barrel shock,
Machuv disk).

Uéinna ionizace

90 - 100 % vétsiny prvkl ionizovano (velmi uniformni ionizace).
Vhodné pro stanoveni izotopového zastoupeni (nizké systematicka
odchylka).

Nevyhody
« nevhodné pro ur€ovani struktury molekul
« interference
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Spektralni interference v ICP

Priklady izobarickych iontu a rozliSeni potiebného k jejich stanoveni.

Izotop Rusici iont Rozliseni

9K 38ArtH* 5690

4Ca 40Ar* 71700

4K 40ArtH* 4890

44Ca 14N14N160+ 970
12Cc16Q16Q+ 1280

52Cr 40Art2C* 2380

S6Fe 40Art6O* 2500

SAs 4OAr3SCI 7770

80Se 40Ar40Ar* 9690

Pozn.: vy$Si rozliSeni ¢asto znamena nizsi citlivost.

ICP

Detekéni limity

1 ppt (kvadrupdl)

10 ppg (magneticky sektor)

pro srovnani: ICP-AES a AAS: ppm - ppb

ppm ppb ppt ppq
million 106 billion 10° trillion 102 quadrillion 1015

Interference

1. Nespektralni
Posun ioniza¢nich rovnovah v dusledku pritomnosti matrice, kyselin,
snadno ionizovatelnych prvku atd.

2. Spektralni
lonty izotopU
Izobarické molekularni ionty
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Spektralni interference v ICP

Tvorba molekularnich iontt v ICP

1. Plyn plazmatu a jeho reakéni produkty (Ar*, Ar2*, ArH*, ArO*, ArC*, ArN*
atd.)

2. Vzorek nebo solvent (hydridové ionty, OH*, CIO*, NO*, CaO*, LaO* atd.)

3. Chemicka ionizace plyn pozadi (H,0* H;0*, C,H,* atd.)

Odstranéni spektralniho ruseni

1. Matematické korekce (napf. ze znamé distribuce izotopl)
2. Desolvatace aerosolu (napf. vymrazeni v kapalném N,)

3. Studené plazma (relativni zmény ioniza¢niho stupné)

4. Kolizni cela (termalizace iontd, posun reak&nich rovnovah)
5. Spektrometr s vysokym rozliSenim

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 63
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lonizace polem (Field lonization, FI)
Vysokeé elektrické pole mezi ostrymi hroty, E > 10° V/im
QOdstranéni elektronu vnitfnim tunelovym jevem.
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 65
Desorpcni ioniza€ni techniky
LDI Laser Desorption/lonization
1963 R. Honig
FD Field Desorption
1969 H. D. Beckey
PD Plasma Desorption
1974 R. D. MacFarlane
FAB Fast Atom Bombradment
1981 M. Barber
SIMS  Secondary lon Mass Spectrometry
1976 A. Benninghoven
MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
1988 M. Karas & F. Hillenkamp, K. Tanaka
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 66
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Desorpce polem (Field Desorption, FD)

H. D. Beckey, Int. J. Mass Spectrom. lon Phys., 1969, 2, 500-503

Vzorek je nasmérovan (g) nebo nanesen (I, g) na emitor, zhavené kovové
vlakno se specialné upravenym povrchem.

Analyty jsou tvofeny ve velmi vysokém elektrickém poli mezi ostrymi hroty,
E > 10° V/m; elektrony jsou odstranény vnitfnim tunelovym efektem.

Casto Ize sledovat doprovodné ionizaéni mechanismy:
- termalini ionizaci

- elektrosprej ... béhem nanaseni kapalnych vzorku

Vhodné pro analyzu organickych analytd s M.W. < 2 kDa
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lonizace narazem rychlych atomu
(Fast Atom Bombardment, FAB)

(+)
Rychlé

Z atomy Xe
Sonda s vrstvou

E ~5keV
viskozniho solventu a |

analytu _—
(glycerol + ABC) )

lonizace podobna ClI (organické molekuly, malé peptidy...).

Sestava: off-line i on-line (pritokova sonda; tzv continuous flow, CE-FAB).
Max. hmotnost ~ 10 000 Da. LOD ~ 10 pmol nebo az < 1 pmol (CF-FAB)
Obvykle z=+ 1.

Vzniklé ionty: ABCH*, [ABC+N,]*,|[ABC+K]*[ABC+H]", fragmenty.
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Field lonization. Field Desorption

surface of emitter *
Y —
A10

. . w— . OO
Zdroj: Bernhard Linden SE13000x
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Produkce rychlych atomu (Xe) pro FAB

1. Produkce rychlych iontd Xe*

2. Konverze Xe* na Xe:
Xe* (rychly) + Xe (pomaly) — Xe (rychly) + Xe* (pomaly)

3. Eliminace (odklon) Xe*

MS sekundarnich iontt
(Secondary lon Mass Spectrometry, SIMS)
- lonizace ionty paprsek primarnich
iontu, ~ 6 keV

,,,,,,,,,,,,,, » k MS analyzatoru

sonda
s pevnym
vzorkem,
+3 kV

« Primarni iontovy svazek mize byt skenovan, vysledkem je topografie
prvki vzorku, "MS image". RozliSeni vy$3i nez u optického skenovani
(svazek primarnich iontu Ize Iépe zaostfit, ~nm).

« Produkty ... pfedev§im atomy a neutralni molekuly, téZ ionty. Pfipadna
postionizace mozna, napf. fotoionizace pomoci laseru.

« Anorganicka i organicka analyza, v posledni dobé i leh¢i biopolymery za
Ucasti matrice, "matrix-assisted SIMS”.
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zdroj zdroj
Xel Xe l
) (+) rychlé
rychlé ——— Xe, Xe* Xe+
Xe' /
Xet () | ’
5 kv
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CF-FAB MS/MS fetézce a lidského hemobloginu

X 50 X 10

Phe-Leu-Ala-Ser-Val-Ser Thr-Val Leu Thr-Ser-Lys -1

‘ \ s LN L
100 200 300 400  S00 600 700 800 900 1000 1100 1200
m/z HK

Zdroj: R. Capriolli
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Pl
Priklad usporadani: LD-PI
Pl jako postionizace pro laserovou desorpci

1. Puls desorpéniho laseru 2. Desorpce oblacku (pfev. neutralll)

- +

3. Puls ionizaéniho laseru

1

4. Extrakce iontu

'
'

' '
| '
' !
| '
H '
| '

- + '
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Fotoionizace (Photoionization, PI)

M+nhv— M*+e-
Nutna podminka: nhv > IE(M)

Typy fotoionizace
1. Jednofotonova ionizace (single photon ionization, SPI) n =1

2. Multifotonova ionizace (multiple photon ionization, MPI) n > 1
« neselektivni analyza vhodna pro anorganické analyty

3. Rezonan¢ni multifotonova ionizace (REMPI) n > 1
« pokud hv=W (energie elektronového prfechodu M)
« velmi selektivni a velmi citlivé stanoveni
« aromatické molekuly, barviva, léky
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Plazmova desorpce (PD)

1974 Ronald D. Macfarlane

(R. D. Macfarlane, R. P. Skowronski, D. F. Torgerson, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 1974, 60, 616.; R. D. Macfarlane, D. F. Torgerson
Science 1976, 191, 920.)

Prvni technika pouzita k ionizaci relativné velkych organickych molekul
(~tisice Da , pf. inzulin, 5735 Da).

Stép z radioaktivniho zdroje narazi do vzorku naneseného na folii.

Jiny $tép uvolnény z rozpadu téhoz atomu 252Cf nastartuje zaznam
signalu.
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Mechanismy fotoionizace

- e
€ e
\,\/JVF‘/’ \/\/\Fﬁ\//
IE(M)
SPI MPI REMPI
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Experimentalni usporadani PD

Fission Fragment
Detector

[ Fist

Foil "
Acceleration hol Na+ =0
Grid Fragment lons >
g ~» " k
Sy ) }
z% e
Desorbed lon

Detector

Zdroj: R. D. Macfarlane, R. P. Skowronski, D. F. Torgerson, "New approach
to the mass spectrometry of nonvolatile compounds”, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 60, 616-621, (1974).
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PD: priklad

>,1.00

"‘g: —

! | |

E (MTH)" "l ‘(Ll (M+H)

% \ \W

& 2500 5000 7500 10000 12500
Mass (m/z)

Pozitivni PD MS ribonukleazy A z hovézi slinivky

(D. M. Bunk, R. D. Macfarlane Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 6215-6219)
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LDI, MALDI

Laserova desorpcelionizace (Laser Desorption/lonization, LDI)

S objevem laseru v 60. letech 20. stoleti

Zpocatku anorganické (R. Honig, Appl. Phys. Lett. 1963, 2, 138-139),
pozdéji organické latky (M. A. Posthumus, P. G. Kistemaker, H. L. C.
Meuzelaar, M. C. ten Neuver de Brauw, Anal. Chem 1978, 50, 985).

Laserova desorpcelionizace za ucasti matrice (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization, MALDI)

Vhodna pro téz$i analyty, polymery, biomolekuly.

Karas, M; Bachmann, D.; Bahr, U.; Hillenkamp, F. Int. J. Mass Spectrom.
lon Proc. 1987, 78, 53 - 68.

Tanaka, K.; Waki, H.; Ido, Y; Akita, S.; Yoshida, Y.; Yoshida, T. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 1988, 2, 151.

Charakteristika PD

» Radioaktivni zdroj kalifornia 252Cf. Energie fragmentt ~MeV.
« Tvorba molekularnich iontd, iontovych klastri a iontl s vice naboji.

* Vhodné i pro tézké analyty

Nevyhody
- radioaktivni zdroj
- zdlouhavéa akumulace signalu

Pro ionizaci tézkych analytl dnes upfednostriovany MALDI a ESI.

.
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@ The Nobel Prize in Chemistry 2002
“for the development of methods for iderfification and structure
anelyses of bilogicsl macramoleces
"for their development of soft desorption “for his development of
fonissfion methods for mass speclromelric  nuclear magnetic
anclyses of bioogical macromoleces” resonance:
speciroscopy for
deterining i three-
dinensional sinuciure
MALDI of bicloical
macromelecties in
ESI solon”
b
John B. Fenn Koichi Tanaka Kurt Wiithrich
© 174 of the priza  © 174 of the priza D 1/2 of tha prize
usa Japan Suitzerland
Zdroj: virginia Shimadzu Corp. Eidgenassische
Cammonvasith  Kysts, Japan Tathnizche
www.nobel.se Univarsity Hochschule (sviss
Richmand, Vs, USA Fadaral Institute o
October 9, 2002 Technoloan)
pp=
Research Institute
) L Jolls, CA, USA
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Laserova Desorpce (LD).
Laserova desorpce za tcasti matrice (MALDI):
Termosprej (TS). lonsprej (IS). Elektrosprej(ES)+

E 1987 Karas & Hillenkamp
H Rodiy melitin
z 2845
N kyselina nikotinova
g m/z = 2845
T T Mz
700 1008 1500 2000 2500 3000

Fig. 7. Matrix-LD spectra of mellitin/NicAc accumulated from 12 single laser shots.

™

g Accumaton: 50 imes
+

1988 Tanaka

lysozym

Colglycerol

m/z = 100 872 (heptamer)

Rel. Intensity

T T
40000 60000 80000 100000

miz

p Fikure 2. Laser fonization mass spectrum of lysozyme from chicken 84
cge white, mol. wi' 14306 Da.
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Schema MALDI (detail)

MALDI O Oa O 4 Plynna
o 9o faze

O

QR0 0 0 JISOOTO”  viswa
o) OOOOO o) O%%Od?OO vzorku
000000 000 0O
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Pozadavky na matrici (MALDI)

1. Absorbce pfi vinové délce pouzitého laseru (UV, IR).
2.Tvorba zadoucich krystall s analytem (empirie).
3.0bvykle kyselina (G€inny prenos protonu na analyt).

4. Stabilni, nereaguijici s analytem, nepfili§ tékava.

Typy matrici

» aromatické kyseliny (Karas & Hillenkamp)

« glycerol s pfidavkem jemného kobaltového prasku (Tanaka)
» modifikovany povrch, napf. Si - DIOS (Siuzdak), SELDI
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Schema LDI (MALDI)

laserovy puls

—é ; | | MS, obvykle
) TOFMS

sonda s tenkou

vrstvou vzorku

Uy U,
(U;> Uy) pro®
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Bézné matrice pro MALDI
sinapinic acid (SA) gentisic acid (DHB)

(3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid)
o] (zys_dih\n’l'nv\lhnnvgit\ "’\vid)

HO
@fLOH
OH

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) 3-
b © U U TIPA) 3

t
- OH
WOH pyridinecar = ‘
(d = OH
HO I W e
N
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Princip LDl a MALDI

1. Velmi kratky puls laseru, typicky t ~ ns (LDI, MALDI), max. us.
Molekuly se odpafi dfive, nez se rozlozi.
Ochlazeni expanzi: konverze E,;, na E,,s (collisional cooling).

N

Energie je absorbovana pfevazné matrici (M), ne analytem.
&(matrice) >> ¢ (analytu), c(matrice) >> c(analytu)

Matrice - MH*, M*, M*, fragmenty, ionty fragmentu.

Analyt, rozptyleny v matrici, se odpafuje spolu s matrici.

w

Matrice se podili na ionizaci analytu ABC.

Matrice je excitovana po absorbci jednoho i vice fotonu.

Dominantni ionizaéni mechanismus = pfenos protonu:
MH* + ABC - M + ABCH".
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Bézné matrice pro MALDI
ferulic acid dithranol (DIT)

(4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid)
o ? OH

OH
e 00
HO /©A

2',4' 6'-trihvdroxvacetophenone (THAP) 2'-6'-dihydroxyacetophenone

o
I
C—CH, OHO
I
HO oH @}—cfcm
OH
CH
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Bézné matrice pro MALDI
nicotinic acid-N-oxide 2,-(4-hydroxy-phenlyazo)-benzoic acid
(HABA)
O o

1 1l
Co C—OH

S T v

trans-3-indoleacrylic acid (IAA)

picolinic acid (PA)
(2-pyridine carboxylic acid)

Lasery

UV-MALDI
337 nm dusikovy laser (nejlevnéjsi a nejbéznéjsi)
355 nm Nd:YAG (3xf)
266 nm Nd:YAG (4xf)
193 nm ArF ... fragmentace!

Pozn.: YAG lasery jsou drazsi, ale maji del$i Zivotnost a dosahuji vy$sich
frekvenci (kHz vs. Hz).

IR MALDI

2.94 pm Er:YAG laser
10.6 um CO, laser
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{
H_ C-OH
o
N Sy~ C—OH
H
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Matrice - aplikace
peptidy < 10 000 CHCA, DHB
peptidy, proteiny > 10 000 SA, DHB
oligonukleotidy < 3 kDa THAP
nukleové kyseliny > 3 kDa HPA
syntetické polarni polymery DHB
syntetické polarni polymery DIT, IAA
karbohydraty DHB, CHCA, THAP

Pridavky komatrici (napt. monosacharidll) — zlep$eni krystalizace,
homogenity vzorku, rozli§eni, potlaceni fragmentace
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Vliv energie laseru

Velmi vyrazna zavislost spekter na energii laseru, pfesnéji na vykonu
vztazeném na plochu, tzv. hustoté vykonu (power density, PD).

Signal fragmentace
(ABCH")
pokles rozlieni
0 pracovni oblast
PD
PD;
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Vlastnosti matrice

CHCA: ,horka" matrice
peptidy < 10 000 Da
vhodna pro PSD (strukturni analyza)

DHB: ,studena” matrice
univerzalni pouziti
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Vliv energie laseru

Prahova hustota vykonu, PD; ... vykon laseru vztazeny na plochu, pfi
kterém se zacinaji objevovat piky iontt analytu ve spektru.

Pfi PD > PD; : Signal (ABCH*) = k.PD", kde n =4 - 6.
Mala zména energie vede k velké zméné signalu iontu ABCH*.

V praxi obvykle béhém méfeni pomalu zvySujeme energii za sou¢asného
posouvani teréiku se vzorkem a sledujeme spektra z jednotlivych
laserovych pulst. Po zjisténi prahové energie nastavime energii asi 10—
30% nad prahovou hodnotou a akumulujeme spektra (10-100) za
ob¢asného posouvani ter¢iku.
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Akumulace spekter

zpravidla zaznamenavame prumér z 10 — 100 desorpci
zvySeni odstupu signalu od Sumu a reprodukovatelnosti

signal, Soc n
$um, N o Vn
signal/sum, S/N o \n

Charakteristika MALDI

- obtizna kvantifikace (nutnost vnitfniho standardu)
- hledani pravého mista na vzorku

- Casto intenzivni pozadi v oblasti nizkych m/z (matrice, fragmenty a
klastry matrice)

- vzajemné ruseni analytt
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Priprava MALDI vzorkt

MALDI vzorek = analyt + matrice
c(analyt) = 0.1-10 uM

c(matrice) = 1-100 mM

ter¢ik: ocel, Al, syntetické polymery

www.srsmaldi.com
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MALDI MS spektrum
Modelové spektrum vzorku 2 peptidd, Pep, a Pep,
ionty matrice,
lontovy fragmentt matrice Pep, H*
. a p.H
4 a analytu a adukt
signal ytu uktl Pep,H*
ionty
klastrt
I‘:’eplNa Pep,Na*
| |
0 500 1000 1500
m/z
[ABC+H]*, [ABC+2H]?*, dimer [(ABC),+H]*
adukty s alkalickymi kovy a matrici [ABC+Na]*, [ABC+K]*, [ABC+MH]*
fragmenty matrice a analytu, iontové klastry, napf. [M,+Na]*
Potlaeni matrice — v ideanim pfipadé pouze pik analytu.
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Charakteristika MALDI
+ jedna ze dvou nejpouzivanéjSich metod pro biopolymery (vedle ESI)
+ meékka ionizace
+ jednoducha spektra, vétSinou z = +1 nebo z = -1
+ pulsni ionizace (pfeduréena ke spojeni s TOFMS)
+ limit detekce ~ amol (peptidy, pfi vhodné pfipravé)
+ rychla pfiprava a analyza vzorku
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Zasady pfi pripravé MALDI vzorkt

Rekrystalizace matrice

Cerstvy roztok matrice
Vhodna volba solventu (ACN, EtOH, MetOH, aceton, voda)
pH matrice < 4 (Gprava napf. 0.1 % TFA)

Analyt musi byt rozpustény

Purifikace analytu pfed MALDI analyzou

Neznamy analyt — pfiprava série roztokl o riznych koncentracich

Nanesené vzorky jsou obvykle stabilni (skladovani terc¢ika se vzorky)

Dokonalé ocisténi terCiku
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Metody pfipravy vzorku

« vysus$eni kapky smésného roztoku (dry droplet)

« smichani a vysuseni na ter¢iku (quick & dirty)

« urychleni vysouseni ve vakuu (vacuum drying)

* nejprve vrstva matrice v tékavém solventu (fast evaporation)
« vrstva matrice, pak vrstva matrice s analytem (overlayer)

« vrstvy: matrice, analyt, matrice (sandwich)

« krystaly rozdrceny, prevrstveny roztokem vzorku (crushed crystals)
« rozpusténi vzorku v kapce acetonu (acetone redeposition)

* nanaseni na rotujici teréik (spin coating)

« pomaly rust krystalt (slow crystallization)

« nanaseni elektrosprejem (electrospray deposition)

« modifikované ter¢iky - hydrofilni/hydrofobni rozhrani
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Redukce vlivu soli

segregace na ter¢iku ... vybér vhodného krystalu pro desorpci

pridavek kyselin (TFA, HCOOH, HCI), NH, soli

oplachnuti krystalti na teréiku

katex na terciku

odsoleni vzorku pfed nanesenim: separace, dialyza, ZipTip (C,g)
3. 50% ACN

] ZipTip > g/ %/
\ (aALDI
|

tercik)
Na* (odpad)
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1.

vzorek: peptid, Na*

Dalsi metody ptipravy vzorku

specialni metody (ES, nanaseni ve vakuu, MALDI z aerosolu ...)

mikrometody
mikroterciky, piezoelektrické pipetory, nanaseni z kapilary
velikost ohniska ~ velikost vzorku = maximalni citlivost
vy$$i hustota vzorkl na teréiku

2
Siaser — 50 =0.25%
> =0.
laser: Sz 1000
50 um
—0«—
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Perspektiva MALDI

MS analyza pocetnych sérii biologickych vzork(
« peptidové mapovani pro identifikaci proteind
(MALDI MS produktt enzymatického $tépeni proteint)
« peptidy, proteiny, oligonukleotidy, sacharidy

Mikrometody

Spojeni se separacnimi technikami
+ vyhoda archivovani vzork(i na MALDI terciku
« uvedeni dostupnych MS/MS spektrometrt pro MALDI
« doplitkova technika k ESI (odli§na ioniza¢ni ucinnost pro rtzné
analyty)
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Vliv pfitomnosti soli

MALDI spektrum vzorku peptidu v pritomnosti soli Na a K

0 200 400 600 800 1000 1200
m'z

odsoleni vzorku nutné (pFitomnost soli = tvorba aduktt T, citlivost 1)
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: MS analyza pocetnych sérii biologickych vzorku

1,10, 96, 100, 384, 1536 ... vzorkui/terdik
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MALDI MS identifikace hovéziho albuminu
z produktti enzymatického stépeni

00 143047 163951 22690

18750
li7s0.s2

1562.50 .

o N . 1
1900.0 26000 33600 40000

m/z

Analyt: 1 pmol tryptického digestu BSA, odsoleno pomoci ZipTipcig
Matrice: 10 mg/ml CHCAv ACN/0.1% TFA : 70/30

Priprava vzorku: dried-droplet.

MS: Voyager DE-STR
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On-line ionizaéni techniky
lonizace za atmosferického tlaku
(Atmosferic Pressure lonization, API, téz sprejové ionizac¢ni metody)

Spole€né znaky
* Analyt: polarni, ¢asto ionizovany v roztoku.
« Vyhfivané kapilary a jiné elementy iontového zdroje (stovky °C)
« Pfidavné elementy pro zvySeni ionizaéni u€innosti (svazek elektrond, el.
oblouk)
« Diferencialni pumpovani
« Casto po predchazejici separaci ... 2D separace (MS jako druhy rozmér).
* Faze ioniza¢niho procesu:
1) tvorba kapek aerosolu
2) odparovani rozpoustédla
3) analyza iontu
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Mikrometody - priklad

(A) Uprava vzorku a
davkovani

(B) reaktor s
imobilizovanym
enzymem

(C) mikropipetor

(D) nanovialky (300 x
300 x 20 um) na

/’ MALDI terciku

(E) automatizovana

MALDI-TOF MS

Y MALDI-TQF

D E
Ekstrom, S., Onnerfjord, P., Nilsson, J., Bengtsson, M., Laurell, T., Marko-
Varga, G. Anal. Chem. 2000, 72, 286-93
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Termosprej (TSI)
vyhfivana

kovova kapilara| sprej
- 0
eluent z LC ( & kapek

nebo CE —
kolony

k mechanické
pumpé (100
Pa)

Q]

k MS
* Roztok vf+e ve $picce kapilary, tvofi se kapky, pozdéji suchy aerosol a
ionty MH™. Spektra podobna jako u Cl, prevladaji molekularni ionty. Do
ionizace.
Elektronegativni slou¢eniny mohou tvofit negativni ionty. (Do komory
muze byt vlozen pridavny zdroj elektront, aby zvysil tvorbu negativnich
jontd M".)
+ Pouziti t&kavych pufrii - prevence zacpavani $picky kapilary (NH,Ac).
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Srovnani LDl a MALDI

LDI MALDI
lonizace relativné tvrda mékka
Vzorek pouze analyt analyt v pfebytku
matrice
Max. m (Da) <10 000 106
Typicky analyt malé organické peptidy,
molekuly, malé proteiny,
peptidy, syntetické DNA
polymery sacharidy, syntetické
polymery
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lonizace svazkem c¢astic
(Particle Beam lonization, PBI)

PUME 2
HEATER

S0URGE - END
— OESOLUATION
FLANGE Chamsen —

ON SOURCE —— NEBULIZER

=
\:Eﬁ Ml J - vome

MASS FILTER

SKIVMER 1

SKIVMER 2

Typicka sestava PBI pro GC a LC. (zdroj: Www.micromass.co.uk )
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lonizace svazkem castic
(Particle Beam lonization, PBI)
Princip

« Odvozen od “generatoru monodisperzniho generatoru” aerosolu: R. C.
Willoughby, R. F. Browner, ", Anal. Chem., 56, 2626-2631, (1984)

« Velmi podobné TSI a vyhfivanému zmlzovadi. Pfidavny zdroj svazku
&astic, obvykle He. Separator He od iontu.

« Pfidavny El zdroj mlze byt pouzit = vysledkem jsou El spektra (s vy$Sim
Sumem v dusledku pfitomnosti iontt a molekul rozpoustédia).

Charakteristika
« Spektra podobna jako v pfipadé TSI. Vice fragmentu.
* Méné citlivy nez TSI a ESI.

« Vhodny pro tepelné stalé, neiontové slouceniny s nepfilis vysokou
hmotnosti.
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Elektrosprej (ESI)*, Nanosprej*

* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4451.
* Yamashita, M; Fenn, J. B. J. Phys. Chem. 1984, 88, 4671.
*Wilm, M. S.; Mann, M. Int. J. Mass Spectrom. lon Processes 1994, 136, 167.

Schema

jehla (kfemen, pokoveny  Protielektroda s otvorem,

Vyhrivany nebulizér

vyhfivany
element
A l lonty extrahova
LC,CE — ————— R VybOJ onty extrahovany

skrz sérii otvoru

plyn — #‘: do MS
\ analyzatoru

atmosfericky N,
tlak (vysouseni
vzorku)

« Spektra podobna ClI, obvykle zachyt 1 protonu ([M+H]*).

« Nizké procento fragmentace (mékka ionizace).

* Vhodné pro stfedni hmotnosti (~2000 Da).

« Struktura? ... Nutno pouzit pfidavnou kolizni celu (MS/MS).
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kfemen, kov) "nozzle" (0 V)
infaze, mLC, CE ] Lt e
cet e —— kMS

pridavna kapalina—:|—J‘/ * | vyhfivana "
(sheath liquid) - 15 KV / Kapilara  SKimmer
neni nutna pridavny plyn

atmosfericky tlak - neni nutny 100 Pa vakuum
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 118

Princip ESI
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lontovy sprej (lon Spray, IS)

vyhfivany
element
im— _—=T ][]
LC,CE — . lonty
o extrahovany
plyi #E H |:| ‘ skrz sérii otvord

do MS
® 6
atmosfericky tlak
N
(vysouseni
vzorku)

« Pouze pozitivni ionty proniknou pres elektrody, negativni jsou odstranény.
« Vicenasobné nabité ionty [M+H]*, [M+2H]?*, [M+3H]3*, [M+4H]** atd.

« PInéné LC kolony se splitterem, mikrokolony, kapilarni kolony.
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Needle tip
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Princip ESI

« Tvorba Taylorova kuzele vlivem elektrického pole. Koncentrace kladného
naboje v kuzeli, destabilizace menisku a emise kapek s nadbytkem
kladného naboje.

« Snizovani objemu a zvySovani hustoty povrchového naboje kapek diky
vyparovani rozpoustédia.

« Nesymetrické $tépeni nabitych kapek (Rayleightv limit stability); vychozi
kapka ztraci ~15% naboje ale jen 2% objemu.

« Velikost kapek: um — nm. Pocet naboju v kapce: 105 — 10. (Velikost
makromolekuly ~ nanometry.)

« Vznik iontt v plynné fazi.

« Sekundarni reakce v plynné fazi.

« Transfer iontd do komory MS.

« Nedochazi k vyboji; vyboj je nezadouci.
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Vlastnosti ESI

+ Velmi “mékka” ionizace vhodna pro biomolekuly.

* Velmi vysoky limit max. hmotnosti, m ~ 108 (m/z mnohem mensi).
lonizace tézkych polymert (i celého viru).

« Tvorba vicenasobné nabitych iontl [M+zH]z*
"Obalka" ve tvaru zvonu. Typické pro iontovy sprej i elektrosprej.
Mezery nejsou ekvidistantni (narozdil od izotopového paternu).

S
m/z
m =10 000 Da
z 4 5 6 7 8 9 10
m/z 2501 2001 1668 1429 1251 1112 1001
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Provedeni ESI

« Pfidavny plyn — proud N,, vyhfivana kapilara za otvorem: dokonalejsi
desolvatace, zabranéni tvorby klastru.

« Koaxialni proud kapaliny mozny (... pfidavna koaxialni kapilara).
* Rozméry jehly: i.d. <100 um, o. d. 100 um — 1 mm, hrot < 100 pum.
« Vzdalenost hrotu od protielektrody: 1 —3 cm. Tok < 10 mL/min.

« Nanosprej: mensi rozméry, bez pfidavné koaxialni kapaliny a nuceného
pumpovani, tok < 100 nL/min.

« Usporadani trysky a otvoru (... oddéleni iontt od balastu):
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Tvorba vicenasobné nabitych iontl

+ Vy$§i z snizuje m/z = Ize pouzit hmotnostni analyzator s niz§im limitem
max. hmotnosti i pro ionty o velmi vysoké hmotnosti.
+ Ke zji$téni m a z staci pouze 2 sousedni piky:
(m/z),, = (m+n)/n
(MV2)qy = (M+n+1)/(n+1)
+ Ovlivnéni naboje z ?
« pHroztoku:  pH{ = zT
pHT = z!, negativni naboj previada
* - zafig, jiny zdroj e (zachyt e analytem = z )
- Spektrum smési slozitéj$i (ale muze byt vyhodnoceno). Jedna latka je
pfitomna v nékolika formach a dava nékolik piki ve spektru ... komplexni
spektra, snizena citlivost.

- Casto dal$i piky, napf. adukty [M+Na]*, [M+K]* atd.

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 125

Provedeni ESI

Usporadani trysky a otvoru

... oddéleni iontd od balastu

- vose (on-axis)

- mimo osu (off-axis)

- diagonalni (tilted) a kolmé (orthogonal)
- Z-sprej

» Pripojeni el. napéti
- pres pfidavnou kapalinu (sheath flow)
- kapalinovy spoj (liquid junction)
- pokoveny hrot kapilary (sheathless inteface)
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ESI

« Aplikace elektrického pole (nozzle-skimmer) = fragmentace ve zdroji.
» K objasnéni struktury - pfidavna komora pro kolizni disociaci za prvnim
MS.

* PFibuznost ESI s dalSimi API:
- APCI = Atmospheric Pressure Chemical lonization
(solvent plsobi jako reakéni plyn ... ionizace podobna Cl)
- jehla je vyhfivana
- nulové napéti na jehle
- pridavné elementy:
-elektroda pro vyboj pfed vstupnim odporem
-piezoelektricky element ke zlepSeni zmlzeni
-zmlzovag (lontovy sprej nékdy oznacovan jako pneumaticky ESI)
« Signal v ESI je zavisly na koncentraci analytu, c(analyt); pfi velmi nizkych
koncentracich je zavisly na latkovém mnozstvi analytu (nanosprej).
+ Signél a c(analyt) (107 — 10-® M), pfi vy$Sich c se rlist zpomaluje (plato).
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Faktory ovliviujici ESI

« Typ analytu

« Jehla, sprejovaci Spicka (rozméry, usporadani)

* Napéti mezi jehlou a protielektrodou

« Spotieba roztoku (solventy, additiva, soli, iontové parovaci reagenty)
« Pruatok vzorku, pfidavné kapaliny a susiciho plynu

« Teplota usti kapilary
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Zasady v ESI

« Pouziti tékavych pufri:
- CH,COOH
-HCOOH
- TFA (kyselina trifluoroctova)
- NH,* soli tékavych kyselin
« Koncentrace soli <20 mM
« Vysttihat se pouziti siranu, fosfatd
« Pravouhly nebo Z sprej mohou ¢asténé pomoci v pfipadech, kde se nelze
Fidit vySe uvedenymi zasadami.
« Pro pozitivni ionizaci pK, (elektrolyt) < pK, (analyt) — 2
« Pro negativni ionizaci pK,, (elektrolyt) < pK, (analyt) — 2
« Dikladna priprava vzorku = snazsi analyza
odsoleni, odstranéni surfaktantt a dalSich pfimési
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Ill. Hmotnostni analyzatory
» Zaklady iontové optiky. Simulace pohybu iontu.
» Energeticky analyzator
* Hmotnostni analyzatory
+ Detekce iontu
+ Zaklady vakuové techniky
+ Spojeni separace — MS. Cipy

+ Nové techniky/technologie

Hmotnostni spektrol

Zaklady iontové optiky

Analogie se svételnou optikou

Steérbina Stérbina

Socka cocka

hranol, mfizka W, energeticky analyzator, deflektor
m/z: hmotnostni analyzator

zrcadlo iontové zrcadlo

optické vlakno iontovy vodi¢

Odlisnosti od svételné optiky

vinovéa délka, A kineticka energie, Wy,
hmotnost/naboj, m/z
index lomu neménny mozné ladéni elektr. nebo magn. pole
¢asové proménna pole béhem experimentu
nezavislé na intenzité vzajemné odpuzovani iontl
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Lorentzova a Coulombova sily

Magnetické pole o indukci B:

Fragn. = 2€ (Vx E)

Coulombova sila v el. poli E:
Fo. = zeE
Celkové: _
F=ze (E+VvxB)

Pro jednoduchost déle pouze:
Fo. = zeE

F =zevB

magn.
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Elementy iontové optiky

%
&

Stérbina
* vymezeni paprsku
¢ vymezeni vs. propustnost

Deflektor
« odklonéni iontu

* 2 deflektory pro x, y skenovani -
+V
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Konstrukce iontového zrcadla se 2 stupni

mrizky: definice ekvipotencionalnich rovin

prstence: elektrostatické stinéni potencialu okoli (vakuové aparatury)
potencialy prstencti a mfizek jsou definovany pomoci série rezistorti a U
U, ... urychlovaci napéti
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Cocka (elektrostaticka, Einzelova ¢ocka)

+V

« analogie klasické cocky

« ohniskova vzdalenost mlze byt zménéna zménou napéti V

< vy§§iiontova propustnost ve srovnani se Stérbinou

« fokalni vzdalenost neni funkci m/z (pro ionty ze stejného iontového zdroje)

« idedlni funkce pouze pro ionty o stejné kinetické energii - pokud je
vzajemné odpuzovani iontll zanedbano (space-charge effect)

« zobrazena ¢ocka je jen jednou z mnoha moznych sestav
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Vlastnosti iontd

Vlastnosti iontu

m/z hmotnost/naboj

v rychlost (kineticka energie, W = mv2/2)
t gas
X, Y,z souradnice
uhel (smér)
to ¢as zrodu (index, ... zrod iontu)

Vlastnosti skupin iontd

(nejcastéji o totozném m/z)
... popsény disperzemi, distribucemi v (W), X, y, z, t,,
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lontové zrcadlo (reflektor, reflektor)

dvé mizky

f——

x |

0 +U

Kineticka energie iontu vs. potencialni energie elektrického pole:

1) mv? iontové zrcadlo: iont se vraci stejnou rychlosti, jakou

<zeU pronikl pres vstupni miizku

2) mvf energeticky filtr. dostate¢né rychlé ionty pronikaji druhou
> zeU mriskou ... polopropustné zrcadio

lontova zrcadla: s mfizkami a bez mfizek, rizny prabéh E
Pouziti: napf. ke korekci poc¢atecni energetické disperze v TOF MS.
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Vlastnosti ionta

PF.: Distribuce poc¢ate¢ni rychlosti pfi MALDI
(P, ... pravdépodbnost vyskytu molekuly o rychlosti v)

PV
protein
matrice
0 1000 2000 v, (m/s)
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Weintv rychlostni filtr

+V/2
N I
| |
®— > L
| 8 |
V2

PFi¢né elektrické pole mezi dvéma plochymi elektrodami

Pfiéné magnetické pole

Vektor intenzity elektrického pole E je kolmy na vektor magnetické
indukce B

Na iont puspbi opacné orientované el. a magn. sily
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Energeticky analyzator

Zrychleni: mv? —2eE , kde E :%
r
. 2
Energie: mv_ _eu
Polomér zakfiveni: ‘o 2u
E

« Polomér zakfiveni je pfimo umérny kinetické energii iontu.

« Ve vztahu nehraje roli m/z.

« | tlustéjsi rovnobézné svazky iontu jsou zaostreny.

« Zaostfeni mlze byt optimalizovano v obou dimenzich, pouzije-li se plecht
zakfivenych v obou rozmérech (i axialng).

« Sektor — tvar vyfezu z kruhu
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Weinuv rychlostni filtr

Pro iont letici stfedem filtru plati:
zeE = zevB (E=—)

... prolétaji pouze ionty o urcité rychlosti.

V pfipadé, Ze v8echny ionty byly urychleny napétim U, plati

... Weinuv filtr Ize pouzit k analyze hmotnosti (m/z).

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 140

Hmotnostni analyzatory

Magneticky sektor (MAG, B)
Quadrupdlovy analyzator (Q, q)
lontovy cyklotron (ICR-FT-MS)
lontova past (IT)

Pruletovy, Time-of-flight (TOFMS)
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Energeticky analyzator; elektrostaticky analyzator
(ESA, E)

vstupni Stérbina
\ L
iontovy \

TN
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Magneticky sektor (MAG, B)

magneticky sektor

vstupni
Stérbina

iontovy \

zdroj &(l

Vektor intenzity magnetického pole B je kolmy k vektoru rychlosti iontd
proudicich do sektoru z iontového zdroje.

my/z; > mylz,

detektor
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Princip magnetického sektoru

1.) Lorentzova sila = odstfediva sila:
Bzev=—-
m _eBr
z v
2.) Kineticka energie = urychlovaci energie:
2
mv
=zeU
m_eB*?
z 2U
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 145

Tandem EB

+ Disperze vlastnosti iontli (v, X, @) a nestabilita poli (B, U) ovliviuji kvalitu
spekter.

« Zarazeni ESA pfed MAG feSi problém disperze rychlosti v (kinetické
energie W,,) iontl vstupujicich do magnetického sektoru.

Praktické geometrie EB:
1. Nier-Johnsonova
90° ESA + 60° MAG
vystup stale zaostfen pro dany polomér, r
vhodna pro skenovaci spektrometry
2. Mattauch-Herzogova
31.8° ESA + 90° MAG
jedna fokalni rovina pro ionty o riznych hmotnostech
vhodna pro plo$ny detektor (fotodeska, pole)
3. Matsudova
vhodna pro kompaktni pfistroje
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Princip magnetického sektoru

_eBr?
2U

N |3

Zpusoby skenovani spektra:

« Posunem vystupni §térbiny, r. Konst. U, B.

« Zménou U, konst. B. Problémy s nizkou extrakéni Uc€innosti pfi nizkych
hodnotach U.

« Zménou B, konst. U. Dfive obtizné, nyni prevladajici feSeni.

Peak switching
Skokova zména nékteré z proménnych. Vhodné pro monitorovani
omezeného poctu druhd iontl (napf. pfepinanim U).
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Mattauch-Herzogova geometrie

Magnetic snunt
o monitoring couiomb meter
. _lon beam (1)

lon beam (IT)

To monitoring ammeter
Monitcr il cover

Main skt
Earth siit
Accelerating sit

lonization chamber

LRAY
pat g Energy selector
N Entrance slit
Beam aperture (or-Sit)
[E—
lon source Electrostatic fiekd Magnete field
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Tandem elektrostaticky analyzator - magneticky sektor
Pfima geometrie (Forward-geometry, ESA-MAG, EB)

1. energeticky analyzator: vybér iontu se specifickou kinetickou energii
2. magneticky sektor: hmotnostni analyza

+U

iontovy /\
zdroj Oy

detektor
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Nier-Johnsonova geometrie
SO° Blectrestatic analyzer
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Dalsi kombinace E a B

Reversni geometrie (Reverse-geometry, BE)
1. magneticky sektor: hmotnostni filtr
2. energeticky analyzator: analyza iontt podle kinetické energie

MIKES (Mass-Analyzed lon Kinetic Energy Spectrometry)
prvni MS/MS technika, tandemovéa hmotnostni spektrometrie (1973)
1. Magneticky sektor propusti ionty o urcité hmotnosti.

2. Metastabilni ionty se rozpadnou v oblasti mezi magnetickym a
energetickym analyzatorem.

3. Dcefinné ionty vzniklé z rozpadu se rozdéli podle kinetické energie
v energetickém analyzatoru.

Cela fada hybridnich pfistroji zaloZzenych na E a B: EBE, BEB, EBEB,
BEBE ...
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Quadrupole field

60

e
o "I,'I’t;;// “"“t“‘
l’[/[/‘“ ‘
&

<>

0

Potential energy

40

-1

s,
s
e,
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Kvadrupoélovy hmotnostni filtr (Quadrupole MS, Q, q)

—O -U-Vcos(at)

U+Vcos(at)

4 tyc¢e hyperbolického (téZ kruhového, ¢tvercového nebo jiného) prifezu
U ... DC slozka napéti

V ... AC (RF) slozka napéti

® ... Uhlova frekvence, w = 2xf, f = 1 - 3 MHz, fazovy posun 180°
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Trajektorie ionti v kvadrupoélovém filtru

XZ Xz
N
iw‘"ﬂ i
—_—
Heavy Ions Light Ions
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Kvadrupoélovy hmotnostni filtr

Rovina xz: téZké ionty prochazeji
Rovina yz: lehké ionty prochazeji

.. pouze ionty o specifické m/z projdou kvadrupdlovym filtrem, ostatni ionty
jsou odchyleny.
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Trajektorie iontt v kvadrupoélovém filtru

Low-mass shoulder

yz

yz

Selected ions for
transmission =
high-mass shoulder
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Diagram stability

... graficka reprezentace fe$eni Mathieuovych rovnic, které popisuji pohyb
iontt v kvadrupolovém filtru.

konst. a/q
(konst. U/V)
__8eU
“[m 2 2
AL
4eV

Vlastnosti kvadrupoélového filtru

Zvyseni rozliseni. (RozliSeni, R < 10 000, obvykle R < 2 000.)

+ Pro urychlovaci napéti, U, . (smérem do kvadrupdlu):

m_2eU,., vl
z v? t

m
t=q—2Z
2eU

acc

Pro danou délku kvadrupdlu, |, musi byt napéti U, . dostate¢né malé, aby
iont stravil v kvadrupdlu desitky - stovky cyklu o frekvenci w béhem doby
pruletu t.

« Zvy3eni rozliSeni téz pfesnéjSi mechanickou vyrobou.
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q
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Rozliseni
... je voleno hodnotou smérnice skenovaci pfimky (a/q)
R = 100
3
R =10
a
m,
.2 ™ motion
unstoble
motion y
unstable stobiity "
region R =1
KE e, (q,.8,)
(3,.0,)

0 LR R ] A2 IER] q [
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Kvadrupolovy filtr

Externi zdroj
« problémy s okrajovym polem (fringe field), nestabilni drahy; vyznamné %
iontl se nedostane dovnitf

hmotnostni diskriminace - tézké ionty, které stravi del$i dobu v okrajovém
poli, jsou vice ovlivnény

« feSeni:
- vstupni elektrostaticka ¢ocka
- vstupni RF kvadrupdl (q), hexapdl nebo oktapdl
(pouze RF slozka: a = 0, U = 0 = neselektivni filtr propousté&jici
vS8echny m/z ... iontovy vodic )

Trojity kvadrupél (QqQ)

* popularni tandemovy hmotnostni spektrometr pro CID
« prostredni kvadrupdl (g, pouze RF slozka) slouzi jako kolizni cela
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Vlastnosti kvadrupdlového filtru

Zaznamenavani spektra
r a f obvykle konst., sou¢asné skenovani U a V pii konst. U/V.

Limit max. hmotnosti 2 000 - 4 000.

max(r%)- O'S’;?V [V, cm, MHz]

Zyseni limitu m/z : VT, rd, fl.
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Kvadrupolova iontova past (lon trap, IT)

1953 Wolfgang Paul (Paulova past) - téméf bez povSimnuti
1983 Finnigan - komeréni pfistroj (dnes nejprodavanéjsi MS)

Schema iontové pasti Bruker, Model ESQUIRE-LC

prstenec Main AF AAAAA

| ™ Lo pmpltude Dipole kg
w vicka = 2 ;\@\ﬁequmgnmamm R
Endeap — Yoo / Conmrsion
vstupni me‘(‘ II oL, Duocle
jonty —% _’D*Z ; N 2%
detektor LN -
m oetpte | [ SN et Elwron
L inny/ LT Huipler
/\_‘. Y vty
I
DC AC DC Oplinized Asymptots Angle
DC: stejnosmérné napéti nebo zem
AC: stejnosmérné + stfidavé napéti, U + Vcos(at)
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Potential Energy Diagram for LCQ DReca

Potential
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lontova past

» Experiment zahrnuje faze ionizace, akumulace, sken a detekce.

« Akumulace ionu: ionty Ize sbirat i béhem ionizacniho pulsu - vysledkem
jsou velmi nizké detekéni limity. Doba cyklu akumulace - detekce zavisi
na pozadavcich:

Vys$i citlivost ... del§i akumulace.
Sirsi rozsah m/z, vy$$i m ... del$i sken.
Vy3$S8i R ... pomalejsi sken.
* Rezonancéni vypuzeni (resonant ejection)
iontt o specifické m/z — pfivedenim pfidavného RF signalu na vicka pasti.
Vytvoreni "diry" v oblasti stability.
(1983, G. Stafford: “mass selective instability mode*)
« Pufrovaci plyn (o nizké hmotnosti: He, 1 mTorr)
Mnohem lepsi vysledky nez pouze pro samotny analyt.

Srazky analytu s pufrovacim plynem vedou k lep$i distribuci energie mezi
molekulami analytu. Vyhodné pro spojeni GC-MS.
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LC MSD Ion Trap: Ion Path

Octapoles
Skimmers  (Istis3-5V; Delais2-2.5V)
(1: 30-50V;2: 4-10V)

Lenses

(1:-5V; 2:- 60V) Helium Buffer Gas

Capilary c-pn:au-:\

Bo45v) ©0-100v))

Increased Resolution by Decreasing the Scan Rate

Typical: ~ 5000 wisec

1 N

| Slow: ~ 300 wsec

Resolution Reference:

P 1.C. Schwartz, LE. P. Syka, L. Jardinc, c
Hmotnostni spekirom (lggls”hg&%hyaysmumm . 5. Am. Soc. Mass Specitom., 2 167

l Conversion
Dynode
- Electron
Multiplier
Capillary
(dielectric) Detector
Ton Trap
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Diagram stability iontové pasti
2, oblast nestability:
ionty opoustéji past Stérbinami ve
vickach
oblast stability:
ionty osciluji uvnitf pasti, jsou
"lapeny”
(storage mode)
mg>m,>m; (z=1)
16eU )
. = Tm/ 122 q, o« V/(m/z) pro pohyb podél osy z (a =0, U =0)
VA
gev Skenovani: zvySovanim V jsou vypuzovany
q, :(m—F nejprve lehéi a posléze t&zsi ionty
VA
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lontova past

MS/MS - past muze nahradit tandem dvou spektrometrti
srazkové indukovana (aktivovanou) disociace, vétsinou s He
CID, CAD: collisionally induced (activated) dissociation

Vysoké R ... v praxi < 10 000, obvykle ~ 5 000

Max. hmotnost, m/z,,, ~ 70 000 (rezonanéni vypuzeni)

Miniaturizace: iontova mikropast, past na Cipu (i pro kvadrupdlovy filtr)
+ celkova velikost 1 cm
+ vhodné napf. pro vesmirny vyzkum

- horSi parametry (R, m/z,, )
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lontova past

lontova transmise
polovina iontd mize byt detegovana

Fyzicka omezeni
volba rozmérd, napéti a frekvence omezena.

Maximalni dynamicky rozsah (106 pro 1 druh iontu) omezen:

- minimum citlivosti (i 1 iont mGze byt detegovan)

- maximum max. mnozstvim lapenych iontd: pro vy$si mnozstvi iontt
nez 106 pfestava past postupné fungovat - vzajemné odpuzovani
iontd. Pozor, jde o sumu iontt véech m/z !
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o =

Linearni past s radialnim vypuzenim
+

detector | detector Il

]

+
lonty jsou vypuzeny z LT v radialnim sméru.
/ (Zdroj: Schwartz, J.C., Senko, M.W., Syka, J.E.P.,
J. Am. Soc. Mass Spectrom. 13, 2002, 659.)
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Linearni past s axialnim vypuzenim

skimmer Aux AC

i N, CAD Gas
orifice = Exit lens

/s 0= llﬁlﬂ_
’ﬁ. |[m]; 11— [ I 111y

1

LINAC

linear ion trap
3x10° Torr

lonty jsou vypuzeny z LT podél osy kvadrupdlu.

(Zdroj: J. C. Y. Le Blanc et al. Proteomics 3, 2004, 859-869.)
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Vyhody 2D vs. 3D pasti
Uginnost zachyceni: 50-75% (3-D: 5 % - 20%, a zavisi na hmotnosti)
Uginnost extrakce: 25-50% (3-D : 20%)
Citlivost: 5-10 — nasobny vzrlst
lontova kapacita: 20 - 30 x vy$$i nez u 3-D
Linearni rozsah vzrostl o vice nez 2 fady az na 10°
Rozliseni: ~10 000 pfi rychlosti skenu 300 a.m.u./s

Sir$i moznosti manipulaci s ionty (akumulace, skeny...)
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Rozdily mezi kvadrupélovym filtrem a pastmi

Kvadrupélovy filtr
- nezachytava ionty
- pouze iont s jistou hodnotou m/z muze projit filtrem v daném okamziku

... skenujici pfistroj znamena ztratu ionttl a tim i nizsi citlivost

(vyjma rezimu single ion monitoring, kdy je vyhodné&;si)
... “space charge” jevy jsou mnohem méné vyrazné, coz vede k vy$Simu
dynamickému rozsahu

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 174

29



Srovnani kvadrupdlovych analyzatoru

QIT QQQ LQIT
Citlivost ++ - ++
Dynamicky rozsah - ++ +
Rozsah m/z - + +
MS3 ++ - ++
Neutral loss sken/Precursor sken - + +
Spravnost m/z + - +
Rozliseni + - +
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FT-ICR-MS
Pohyb iontu v magnetickém poli:
2
my + + +
Bzev=
+ Qv+
+ +
+ + + B
Uhlova (cyklotronova) frekvence:
v _ Be
w=—=
r ny
z
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Linearni past

Linearni past neboli “2D past” vychazi z kvadrupdlového filtru/iontového
vodi¢e. lontova past popsana dfive je nékdy oznacovana jako “3D past”.

lonty jsou injektovany do RF (RF-only) kvadrupdlu a poté zadrzeny
zvySenim potencialu na postrannich viccich, takZze osciluji v potencialové
jamé kvadrupolu. Pozdéji jsou ionty postupné vypuzovany otvory v
ty€ich nebo viccich a detekovany.

Dva zpusoby vypuzeni ionti z LT:

A. Schwartz, J.C., Senko, M.W., Syka, J.E.P., J. Am. Soc. Mass Spectrom.
13, 2002, 659.

B. Hager, J.W., Rapid Comm. Mass Spec. 16, 2000, 512.
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Vlastnosti FT-ICR-MS

- (supravodivy) magnet s velkou magnetickou indukci B ~ 10 Tesla
- velmi nizky tlak, p < 107 Pa (UHV, ultra high vacuum)

- vysokéa cena ~ 25 000 000 K¢&

- omezeny dynamicky rozsah ~ 103, 100 az 105 iont(

+ velmi vysoka presnost a spravnost m/z, ~ ppm
+ velmi vysoké rozliseni, R ~ 106

+ multiplexova (Fellgettova) vyhoda FT ... vS8echny m/z se méfi po celou
dobu = zlepSeni S/N 10%x, zvy$eni rychlosti ziskavani 106x

+ vhodné k MS" (CID, CAD), bézné n = 2 az 3, demonstrovanoin=1

Dalsi geometrie pasti: cylindricka, hyperbolicka (Penningova)
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lontovy cyklotron (FT-ICR-MS)

(Fourier transform - ion cyclotron resonance - mass spectrometer)

...typ iontové pasti

Kubicka past tvofena dvéma pary elektrod a dvéma vicky

2 M —

XCil
b ’» $—o excitace

T

z
y detekce
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Fourierova transformace

... transformace signalu z ¢asové do frekvenéni (m/z) domény

Netlumeny pohyb iontl o jedné m/z

S, S
T
t
m/z
Realny signal z FT ICR MS
S, S
FT
t
m/z

« Srazky s molekuly plynu a nehomogenita magnetického pole zpisobuiji
pozvolny pokles signalu. Vyssitlak = vice srazek = nizsi rozlieni.
* Lorentzovsky tvar piku.
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Princip FT-ICR-MS
lonizace pro FT MS
1. ionizace uvnit: analyzator = zdroj (napf. El, LDI)
2. externi zdroj a zavedeni do cely
- iontové vodice, kvadrupdly, elektrostaticka cocka
- diferencialné pumpované cely (iont se tvofi v prvni cele pfi vy$Sim
tlaku a poté je zaveden do detekéni cely otvorem podél osy z)

Excitace
1. Impuls ... vysoka amplituda, kratké trvani
2. Chirp ... rychly sken frekvenci v pozadovaném intervalu frekvenci
3. SWIFT ... Stored Waveform Inverse Fourier Transform
excitacni profil ziskany iFT zvoleného profilu m/z
(iFT =inverzni FT, transformace z frekvenéni (m/z) do ¢asové domény)
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FT-ICR-MS
Rozliseni m Bt
amTm
z

Max. hmotnost. Ze vztahu pro stfedni kvadratickou rychlost termainiho

pohybu, KT
v= |2
m

ktery pre-excituje ionty, vyjadfime

pomv ~2mkT
zeB zeB

V pasti s danymi parametry (B, r) nemohou byt uchovany ionty s hmotnosti

vySSinez (zeBr)?
m=‘——"
2kT
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Princip FT-ICR-MS

Detekce

1.indukéni - ionty indukuji naboj v detekénich desti¢kach pfi priletu okolo:
nedestruktivni detekce (FT cyklotron)

2.destruktivni - ionty narazi do detekénich destiek (prosty cyklotron)

Zaznam dat
« vys8i frekvence vzorkovani = vy$§i horni limit m/z.

Nygistovo kritérium: nejvy$si detegovana frekvence = vzorkovaci
frekvence/2

« delSi doba zaznamu, t = vy3Si rozliSeni a nizsi dolni limit m/z.
« Dusledek ... nutnost uchovani velkého mnozstvi dat

- heterodyne, frekvenéni sméSovac (frekvenéni posun signalu smérem
dolti umozni pouzit niz8i vzorkovaci frekvence)
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Hmotnostni spektrometr budoucnosti?
... neexistuje jediné nejlepsi reSeni

Trendy
+ Ustup magnetickych sektort

* Hybridni spektrometry
Rozsifovani modernich spektrometrl a jejich hybridd (iontové pasti,
ortogonalni TOF analyzatory).

Nové spektrometry
Elektrostaticka past "Orbitrap”
Linearni pasti kvadrupdlového typu
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Princip FT-ICR-MS

Z-trapping

« Na vicka je vlozeno napéti 1-5 V, aby ionty neopustily past ve sméru osy z.

« V pfidavném poli dochazi k oscilaci iontt a roz§tépeni puvodné jediného
pohybu na pohyb cyklotronovy a magnetronovy. Dusledkem jsou
komplikovanéjsi kalibrace, posun piku a vyssi ztrata tézsich iontd.
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Elektrostaticka past ”Orbitrap*
A. Makarov, HD Technologies Ltd., USA, ASMS 1999

+ + ion injection
prstenec (+) — ~— on 1nject!

elektroda () =— ——=-

TE -j/: electrode (-)

detection

ring (+)

Princip

* lonty jsou injektovany do axialné symetrického elektrostatického pole
tvofeného centralni elektrodou a prstencem; a krouzi kolem elektrody.

» Oscilace iontl podél osy elektrody jsou detekovany, f = indukéni detekce.
» MS spektra jsou ziskana pomoci Fourierovy transformace f = f(m/z.)
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Vlastnosti Orbitrapu

+ Velmi vysoké rozlideni jako u FT-ICR-MS (R = 50 000 — 500 000).
+ Velmi vysoka pfesnost a spravnost ... jako u FT-ICR-MS.

+ Nepotfebuje magnet.

+ Nepotiebuje RF generatory.

- Vyzaduje velmi nizké tlaky ... jako FT-ICR-MS.
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Pruletovy analyzator (Time-of-flight MS, TOFMS)

Princip: m/z vypocten z doby letu iontt
1. Urychleni iontt
Stejna urychlovaci energie pro vSechny ionty W(el.)

W(el.) = W(kin.)

2. Drift (let) iontl: separace iontt podle m/z
W(kin.) = mv2/2

3. Zaznam iontového signalu v case, I(t)

4. Stanoveni m/z doby letu: transformace I(t) — I(m/z)
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Linearni elektrostaticka past

| ”l Detekéni trubice ”l | Elektrody pasti

|||I_T_IIII

pohybuijici se elektrony
indukuji proud

Detekovana frekvence = f(m/z)

Benner, Anal. Chem. 1997, 69, 4162-4168
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Historie TOFMS

1946 princip TOF
W. E. Stephens, Phys. Rev., 1946, 69, 691

1948 prvni TOF spektrometr (ion velocitron)
A. E. Cameron, D. F. Eggers, Rev. Sci. Instrum. 1948, 19, 605

1955 iontovy zdroj se 2 stupni; zpozdéna extrakce (time-lag focusing)
Wiley, W. C.; McLaren, I. H.; Rev. Sci. Instrum., 1955, 26, 1150

1973 iontové zrcadlo
B. A. Mamyrin, V. I. Karataev, D. V. Schmikk, and V. A. Zagulin, Sov.
Phys. JETP 1973, 37, 45

1995 pulsni extrakce (,,time-lag focusing“ v praxi)
Whittal, R. M.; Li, L., Anal. Chem. 1995, 67, 1950-1954
Brown, R. S.; Lennon, J. J., Anal Chem. 1995, 67, 1998-2003
Vestal, M. L.; Juhasz, P.; Martin, S. A, Rapid Commun. Mass Spectrom.
1995, 9,1044-1050
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mgpof-ﬁight hmotnostni spektrometr (TOFMS). Metody zvyseni
rdzliseni TOF MS (reflektor, zpozdéna a ortogonalni extrakce).

Geometrie TOFMS

Linearni geometrie
... nejjednodussi sestava

iontovy zdroj:
pulsni e svazek,
laserovy puls

*)
odpuzovaci f driftovéa zéna, E =0 f detektor
elektroda H H
(repeller) \ |
~20kV j_ vstupni a vystupni mfizky J_
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Geometrie TOFMS

Wiley-McLarenova linearni geometrie (1955)

... nastaveni extra¢niho el. pole nezavislé na celkovém urychlovacim
napéti, optimalizace spekter

iontovy zdroj:
pulsni e svazek,
laserovy puls

Princip TOFMS

1. Pulsni ionizace (doba pulsu ~ ns): rychlé vytvoreni oblacku iontt (El, LD,
MALD, PD ...)

2. Extrakce a urychleni iont v elektrickém poli

. Separace iontl v driftové zéné pfi E = 0 (field-free region, flight tube)

4. Detekce iontl, zaznam signalu, transformace do m/z domény

w

) mv? o )
urychlovaci energie zeU = - kineticka energie

L __— délka driftové zény

V=1 —— doba letu
S
m t?
? =2eU — m/z),<(m/z),
t
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*) extrakéni mfizka, ~17 KV
odpuzovaci | | 1" 1 griftova zona, E= 0 i [\ detektor
elektroda . H
LA |
(repeller),
~20 kV j_ akceleraéni vystupni J_
(*) = mizka, 0V miizka, =
oV
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Geometrie TOFMS
TOF MS s iontovym zrcadlem (reflektorem)
... dosazeni lepSich parametrd spekter
... moznost strukturni analyzy (PSD)
iontovy zdroj: napf.
pulsni e svazek,
laserovy puls reflektor,
+) detektor  >20 kV (+)
odpuzovaci |\ |, o \[]:uuuuuuu,/
elektroda 11 driftova z6na [ORN i
(repeller) o (E=0) L :
) 1y e
~20 kV ey . 7 (1) | —m
miizky iontovy () | Tz a
— zdroje  deflektor = elektrody
reflektoru
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Princip TOFMS

Presnéj$i vztah zahrnuje i ¢as straveny v prostoru iontového zdroje a
detektoru:

napéti: Ug

== O

0 Uy

vzdalenosti: s L d

tor =+ +1g

2ms? ml’ d [m
t, = t, = ty =— . /=—(JUs +Ug +4U,
S \zeu, Tt \2zeu, U, 2z6V0s TV +4U)

Pozn.: 1) t,, t,, ty a tedy i tyop jsOU pfimo umérné (m/z)12
2) pro hruby odhad trop: troe~ t, (L >>s, d)
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DR B —

\ijete ktor

\ ‘/

diftizni
pumpa

mechanicka
pumpa

MALDI TOFMS

TOF: kalibrace m/z

m/z=(2eU/L?)t?
U
m/z=k, (t-t,)?

t=cqtcy(m/z)1?
t=Cy+Cy(M/Z)V2+c,(M/Z)
t=Cy+ C_o(M/z) 12 +c,(M/Z)Y2+c,(m/z)

korekce spusténi zaznamu dat
korekce poc. rychlosti iontu pred extrakénim pulsem
korekce neidealniho tvaru extrakéniho pulsu
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Principialni vyhody a vlastnosti TOFMS

Teoreticky neomezeny rozsah m/z

« |dedlni pro pulsni ionizaci

« Fellgettova vyhoda: pro kazdy puls zaznamenano celé spektrum, neni
tfeba skenovat

Velmi kratka doba zdznamu spektra (~104 s)

« Vysoka propustnost iontli ... pfedpoklad vysoké citlivosti

« Jednoduchost
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Realny zdroj ionti pro TOFMS

lonty jsou charakterizovany distribucemi:
doby vzniku t,,
mista vzniku Xo, Yo, Zg,
pocatecni rychlosti v, (energie W.q),
a sméru pohybu o (odchylka od osy letu Xx).

Dusledek: snizeni rozli$eni, R

Wiley-McLarentv zdroj pro plynné vzorky:

nastavenim napéti na stfedni mfizce umozriuje kompromis distribuce v a x
za U€elem dosazeni optimalniho rozliseni

(Wiley, W. C.; McLaren, I. H.; Rev. Sci. Instrum., 1955, 26, 1150)
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lontové zdroje pro TOFMS

1. Zdroj pro plynné vzorky
e, ionty, laser ...

+

® 6
2. Zdroj pro tuhé vzorky (desorpce)

laser, ionty, atomy ...

(RO
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lontovy zdroj (detail)

Idedlni zdroj ionta pro TOFMS
Vsechny ionty jsou vytvoreny:

v &ase t, (doba tvorby, At = 0)

« ve vzdalenosti X, (x ... osa letu TOFMS)
(nejlépe v jednom bodé [x,, Yo, Zo])

« se stejnou rychlosti v, (, ktera nemusi byt nulova,) podél osy x.
(nejlépe s vyy=0av,,=0)

detektor
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Vlastnosti iontu

PF.: Distribuce po¢ate¢ni rychlosti iontt pfi MALDI
(P, ... pravdépodbnost vyskytu molekuly s po¢ate¢ni rychlosti v,)

Py
analyt
laser
matrice
0 1000 2000 v, (m/s)
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Spojeni MALDI-TOF MS?

Desorpcéni metody (MALDI, LDI) - specialni pripad:

Aty~ns zanedbatelné; (velmi kratky laserovy puls)
AXg~pm zanedbatelné; (tenka vrstva, malé krystalky vzorku)
Azy,Yo~ 50 um zanedbatelné; (zaostfeny laserovy paprsek)

Av, >100 m/s nejvyznamnéjsi pricina nizkého rozliseni
Aay ~10°  prispiva k dal$imu rozsifeni distribuce v

Energeticka distribuce (v ~ 700 m/s, Av > 500 m/s) zpusobi, Ze ionty o
stejném m/z prileti k detektoru v riznou dobu.
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1. Vysoké urychlovaci napéti

2 2
mv®  mvg _
> T2 +zeU = V= ‘@ %

pfispévek desorpce prispévek el. pole

ZvySenim prispévku elektrického pole se snizi vliv disperze pocate¢ni
rychlosti iontd analytu.
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Pulsni tvorba ionti pro TOFMS

Extrakce konstantnim elektrickym polem (DC)
pulsni ionizaéni paprsek + konstantni extrakéni pole

2a. Pulsni extrakce, zpozdéna extrakce
(pulsed extraction, PE; delayed extraction, DE)
pulsni ionizaéni paprsek + pulsni extrakéni pole

2b.0-TOFMS s pulsni extrakci

(orthogonal extraction, kolma extrakce)
souvisla tvorba (pfivod) iontt + pulsni extrakéni pole
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Vliv urychlovaciho napéti
PF.: MALDI TOF peptidu 0 m = 2000 Da, z = 1, v, = 750 m/s, Avy(FWHM) =
500 m/s, L =1m. (2ionty: vy; = 500 m/s, vy, = 1000 m/s.)

PV
100% [---=-==--7

50% [-----

0 500 1000 v, (m/s)

Jak zvysit rozliseni (MALDI-TOFMS)?

1. Vysoké extrakéni napéti v linearnim TOF MS.
2. Reflektor.

3. Pulsni extrakce.
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U=1kV: t,=101.673 ps, t, = 101.284 ps R~ 130

U=10KV: t,=32.190 ps, t, = 32.177 ps R ~ 1300
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2. Reflektor

(reflektor, iontové zrcadlo, rTOFMS)

zdroj detektor IIQ E !
i 2 : i detektor |
k) 3 (" : : D
OF = : i
: *) LR
U, L deflektor

L iontové zrcadlo U,>U;

+ lonty 1 a 2 o stejném m/z a rtiznych rychlostech v, a v,: Rychlejsi iont
pronikne hloubéji do iontového zrcadla a jeho draha je delSi. Za urcitych
podminek dorazi oba ionty k detektoru Il soucasné.

* Moznost pouzit vice reflektort (vicenasobny odraz).

(Mamyrin, B. A.; Shmikk, D. V.; Sov. Phys. 1979, 49, 762)
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Konstrukce reflektoru

Linearni reflektor ... E je konstantni podél osy reflektoru
Jeden stupeii ... intenzita elektr. pole, E je konstantni v celém reflektoru
(Alikhnov)

Dva stupné ... reflektor je rozdélen na 2 zény s riznou E

(B. A. Mamyrin, V. I. Karataev, D. V. Schmikk, V. A. Zagulin, Sov. Phys.
JETP 1973, 37, 45)

Nelinearni reflektor ... E se méni podél osy reflektoru

Kvadratické pole (D. R. Jardine, J. Morgan, D. S. Alderdice, P. J.
Derrick, Org. Mass Spectrom. 1992, 27, 1077)

Zakfivené pole (T. J. Cornish, R.J.Cotter, Rapid Commun. Mass
Spectrom. 1993, 7, 1037-1040)

+ dfivéjsi patenty (Japonsko, SSSR)
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Reflektor s jednim stupném
(ARRRNARRRRRRAE

detektor [} : ;

; Li |

! : ) Sy reflektor !

s L@ RRNNRRRNRARAE
U, L N u,

tror =t + t, + 1, ... soucet €asu ve zdroji, driftové zoné a reflektoru

v 1[2s(, L 22\ 1[es(, 3L 2aY\ VY

top =ty =2+ =1+ — 2 - [ 1=+ — | 22| +
P g 2 a[ 2s a,]Zas 8Val 25 a )\2as
ty= 2—5[1+L+2—a] L =L, +L,... driftova zéna, E=0
2s a,

a ... zrychleni ve zdroji, a=qE; /m

a, ... zrychleni v reflektoru, a=qE, /m
(Moskovets, E. Rapid Commun. Mass Spectrom. 2000, 14, 150-155)
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Konstrukce reflektoru

mfizky: definice ekvipotencialové plochy
prstence: elektrické stinéni stén vakuového systému
potencidl na prstencich definovan sérii rezistort
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Reflektor se dvéma stupni

Reflektor se 2 stupni ... reflektor je rozdélen na 2 zény s riznou E
Pro kladné ionty:
s pozitivnim potencialem na prostfedni m¥izce, 0 > U, > U,

- rizna usporadani s poméry délek stupnt ~1:2, ~2:3 aj.

- pouziti kratkého 1. stupné s vysSi intenzitou elektr. pole umozriuje

zkratit celkovou délku reflektoru

s negativnim potencidlem na druhé mfizce:

- vytvofeni prostorového zaostfeni v prvnim stupni
- rizna hloubka praniku v druhém stupni (energetické zaostfeni)
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Priklad konstrukce relektoru

Reflektor se dvéma stupni

Wi LTIV
L U, Us

tror = f(Wiin, Uz, Ug)

Mamyrin:

o0 il _
Reseni mf(ka,Uz,UQ:O a mf(WHHIUZIul)_O
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Reflektor se dvéma stupni

+ Vhodné pro energetickou disperzi do ~20%.
Napf¥. pro energetickou disperzi 5% teoretické rozliseni az ~100 000

- Pouze ionty, které proniknou do hloubi reflektoru (85-100%) jsou
zaostreny.

- K ziskani spektra iontli s vy$si energetickou disperzi je treba zaznamenat
sérii spekter pro nékolik hodnot potencialu reflektoru a vysledné
spektrum sloZit z kusu téchto spekter.
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Reflektor s nelinearnim polem

-

A

|

|

q

nelinearni (zakfivené,
kvadratické) pole

S -~ . - .
- linearni pole

(T. J. Cornish, R. J. Cotter “Non-linear field reflector, US Patent 5 464 985)
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Reflektor s nelinearnim polem
Cil: tyor pro ionty vSech m/z nezavisly na jejich Wy,

V kvadratickém poli Uz)= g(z —ay+C

. wat
Lok [

odraz iontu # f(Wino) \\ i ; =

Z ... 0sa zmény potencialu [
a ... minimum paraboly i
k a C ... konstanty

f ... frekvence oscilaci

(Prevzato z: A. A. Makarov, E. N. Raptakis, and P. J. Derrick, Int. J. Mass
Spectrom. lon Processes 1995, 146/147, 165.)

o i st felds along the upsical
ondinate (staning point) of an 5on. 20 2,
1 el time-focasing
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Reflektor s nelinearnim polem

Zpravidla kvadratické pole nebo jeho aproximace

[TTTTTTTTTTTTTTT

1 1
Tvorba nelinearniho pole

pomoci nestejnych rezistorli v sérii
pomoci nestejnych odstupt mezi prstenci ¢i mrizkami

+ soucasné zaostfeni iontl s Sirokou disperzi W,, , jako napf. produktl
rozpadu za zdrojem PSD, pro vSechny m/z

- idedlni jen pro ionty pohybuijici se po ose reflektoru
... v praxi omezené R
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Reflektor s nelinearnim polem

Dalsi prakticky vyuzitelna pole:
osové symetricky hyperbolicky potencial
planarni hyperbolicky potencial
osové symetricky hyperlogaritmicky potencial
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3. Pulsni (zpozdéna) extrakce
Pulsed (delayed) extraction, Time-lag focusing

Opozdéné zapnuti extrakéniho napéti:

1. Puls laseru (t = 0)

2. Expanze iontl pfi vypnutém extrakénim poli po dobu 7 (delay)
3. Rychlé zapnuti extrakéniho pole (t = 7)

\%
15 kV V(desticka, repeller)
12 kV V(mftizka)
0
0 T t

(Brown, R. S.; Lennon, J. J.; Anal. Chem. 1995, 67, 1998)
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Pulsni (zpozdéna) extrakce

Vliv usporadani na rozliSeni

Striktni pozadavek na paralelni usporadani AL

driftova zéna

iontovy zdroj detektor
MCP s uzkymi kanalky

n | AL
driftova ; ;zéna 100

7/

iontovy zdroj

MCP (detail)
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repeller mrizky driftova zéna  detektor
1.
t=0:
E=0
napf. 12kv 12 kV 0 kv
‘ @
t=1z:
T o
E>0
3. napf. 15kvV 12 kV 0 kv
t = tof:
[©
[©
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 223
Ortogonalni extrakce (0TOFMS)
svazek iontd analytu
z kontinualniho zdroje
(+)
repellgr, 1 driftova zéna, E =0 11 detektor
pulsni N '
napéti, U j_akf?leraéni vystupni J_
= mtizka, 0 V miizka, =
extrakéni mfizka, U, ov

Pulsni extrakce pro kontinudlni iontové zdroje

Proud iontd analytu je extrahovan pulsnim extrakénim polem kolmym
(ortogonalnim) k vstupnimu iontovému svazku.

lonty maji zpravidla stejnou v, (Av,~0)

Obvykle reflektor pro dosazeni vy$siho rozliseni
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Vliv usporadani na rozliseni
-m
- 2
T oAt
R L
2AL

Rozliseni:

t=LN

Napf. proR=15000aL =3 m:

AL <100 um

Pozn: MCP s Uhly kanalkd 10° a pramérem 10 pm:
AL =10 um/tan(10°) = 57 pm
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Dalsi faktory ovliviujici rozliSeni TOFMS

« neidealni iontovy zdroj

iontova optika

dilatace letové trubice

vlastnosti detektoru

vzorkovaci frekvence A/D prevodniku
pfiprava vzorku

stabilita urychlovaciho napéti

.

.

.

.

.

.

P¥. vliv kolisani urychlovaciho napéti:

m=const. U2 = R = dm _ const.(d—u + Zﬁj
m U t

dt dano max. frekvenci AD prevodniku, rychlosti detektoru a ¢asovou
disperzi tvorby iontd
dU urceno drifty a kolisanim zdroje vysokého napéti
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Vliv mfizek

Mrizky ... elektrody transparentni pro ionty
... v iontovém zdroji, reflektoru a pfed detektorem

MS s mrizkami
+ pfesna definice potencialu
- ztraty na mfizkach (naraz, odklonéni, reakce)
- tvorba sekundarnich ionttl z materidlu mfizek

MS bez mfizek
- vy$8i rozliSeni, beze ztrat na mfizkach

- komplikovangj8i navrh (extra zakfiveni drah iontli jako u ¢ocky)

Vice podrobnosti napf. v: T. Bergmann, T. P. Martin, H. Schaber Rev. Sci.
Instrum. 1989, 60, 347.
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Dalsi parametry TOFMS

Teréik (MALDI): az 384 vzorku na terciku o velikosti titracni desticky,
dostate¢na plocha pro sbér eluentu z nékolika separaci

Axidlni ozafeni vzorku laserem = vy$§i rozliSeni

Kolizni cela v iontovém zdroji = zvySeni vytézku fragmentace

Délka driftové zony (letové trubice): typicky 1-2 m, ale i 10 cm nebo 5 m

lontovy vodi¢ — mUze byt umistény v trubici pro zvy$eni propustnosti iontl

Detektor: mikrokanalkova desticka (MCP)
elektronové nasobice
hybridni detektory (scintilaéni vrstva + fotonasobic)

Detekéni elektronika:  AD prevodnik (8 bitl, 0.5 - 4 GS/s)

TD prevodnik + segmentovany detektor

Vlastnosti TOFMS

1. Max. m/z teoreticky neomezend. Prakticky limit: uc¢innost ionizace a
detekce, rozklad iontt béhem letu.

2. Celé spektrum je zaznamenano najednou

3. Vysoka rychlost zaznamu spektra (desitky ps).

Pt.: inzulin (m/z = 5735) urychleny 15 kV pfekona 1-metrovou driftovou
zénu za ~ 50 ps.

. Vysoka propustnost ionttl (desitky %).
. Vysoké rozliSeni (R > 10 000).

. Jednoduchost a relativné nizka cena.

N o g b

. Dostupné techniky pro MS/MS
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Shrnuti vyvhod TOF MS
Vyhodné vlastnosti
max. m/z, rychlost a pocet analyzovanych vzorkl za ¢as, transmise,
rozli$eni, relativné nizka cena
Obrovsky rozmach TOF MS v posledni dekadé
MALDI + PE TOF, rTOF MS
AP| + 0oTOF MS
Nové techniky pro MS/MS (TOF-TOF, LIFT, QTOF)

Konkurenéni techniky
LT, FT-ICR a hybridni MS
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MALDI analyza poc¢etnych sérii vzorkt
-1, 10, 96, 100, 384, 1536 ... vzorku/tercik
384 vzorkiftersik |
Srovnani rozliSeni system TOFMS

systémgeometrie extrakce R

TOFMS linearni DC 500

DE-TOFMS linearni pulsni 5000

ITOFMS reflektor DC 10 000

DE-rTOFMS  reflektor pulsni 20 000

orTOFMS reflektor pulsni 10 000
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Srovnani béznych hmotnostnich spektrometra

MS max. m/z R
kvuadrupolovy filtr 4000 2000
magneticky sektor 20 000 50 000
iontové pasti 10 000 5 000
FT-ICR-MS 100 000 100 000
TOFMS 1000 000 10 000
Pozn:

Hodnoty v tabulce jsou pouze pfiblizné a vztahuji se k béznym pfistrojum,
parametery nékterych védeckych nebo novych komerénich pfistroju
mohou byt vyrazné vyssi (i fadové odchylky).
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Simulace pohybu iontt

« Exaktni vypocet pohybu iontu sloZity i pro pomérné jednoducha elektricka
a magneticka pole.
« Simulace iontového pohybu: program Simion

Postup pfi feSeni konfigurace iontové optiky pomoci progamu Simion:
1. Zadani geometrie (nakres elektrod).

2.Zadani potencialt elektrod, definice magnetického pole.
3. Definice iontd (pocet n, vy , Xo, Yor Zgs O & )-
4.Simulace = vysledek (graficka reprezentace, text).
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Sken: zaznam hmotnostniho spektra

S(miz) = £(X) = (1)

Skenujici pristroje Skenovana veli¢ina Doba skenu
magnetovy sektor (B) B,U ~1s
kvadrupolovy filtr (Q) U+v, f ~01s
iontové pasti (IT, LT) U, Vv, f ~1s

Neskenujici pristroje (pfimy zaznam signalu v case):

pruletovy analyzator (TOF) ~100 ps
iontovy cyklotron (FT-ICR) ~1s
orbitrap (O) ~1s

Dalsi neskenujici pfistroje mohou pouzivat ploSné detektory (array).
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Simion

Priklad: Simulace elektrostatické ¢oky pomoci programu Simion.
Cotka: 3 segmenty
primér, d = 36 mm
délky segment, y, =28 mm, y, = 26 mm, y; =32 mm
mezery mezi segmenty, | =2 mm
pocatek v xyz [0, 0, 0] mm
potencialy, U, = 0; U, = proménné; U, =0
lonty: pocet,n=5
hmotnost, m = 100
kineticka energie, W, = 100 eV
souradnice xyz [0, -30, 0] mm
(i) =(-4+2i)° , kdei=0..n-1
Ukol:  Ovette funkci &oky pfi napéti na prostfednim prstenci, U, = 0, 85,
100, 120 a 133 V.
Reseni: Viz prilohy
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Jednoducha hmotnostni spektrometrie

Zaznam ,celého” spektra

Zaznam &asti spektra (zoom scan)
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Kolizné indukovana disociace (CID). Tandemova MS (MS/MS).
Dal$i moznosti disociace (ECD, ETD, fragmentace ve zdroji a
za'zdrojem = ISD a PSD). Techniky TOF-TOF, LIFT. lon
mobility spectrametry (IMS):

Jednoducha hmotnostni spektrometrie

Zaznam signalu vybraného iontu (selected ion monitoring, SIM)

Zaznam signalu vybranych iontl (peak switching)

b !_
echniky 2, 3 a 4:

... Uspora dat, vy$$i frekvence (spektra/s)
... vyznamné uplatnéni v chromatografii s MS detekci
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Tandemova hmotnostni spektrometrie

Analyza ionttl — fragmentace — analyza iontl
| =2l ==l ==
[~ MS1 = CD == Ms2 —[)

ionty prekurzoru produktové ionty
matefské ionty dcefinné ionty
precursor/parent ions product/daughter ions

Klasicky pfistroj pro nizkoenergetickou CID:
trojity kvadrupolovy filtr (triple quad, TQ, QQQ, QqQ, Q3)
Q,: 1. analyzator (MS1)
q,: kolizni cela (pouze RFQ)
Q,: 2. analyzator (MS2)

PF.: skenovani produktovych iontt

MS-MS Fragmentation Patterns of
26 Cholesterol Oxidation Products

B. Rossmann, K. Thurner, W. Luf
Monatsh Chem 138, 437-444 (2007)

APCI QqQ
toxikologicky relevantni produkty
oxidace cholesterolu

- primary fragmentation site
main sécondary fragmentation sites

gmentation process
by using cholestanetriol as a represen
tative for the other COPs
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Pr.: skenovani produktovych iontt

SCAN APCI+
100- 4
=
*
Ho -
HO, |
3
. o s I s .
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s
E}iyn
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Fig. 2. Daughter fons of cholestanetriol. ¢(Triol): 100 g /en, scan APCI+: 300-500 m/= (Vg 50mm®), daughter ion scan
40-400 m/z
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Zakladni typy skeni v MS/MS
Skenovani iontt produkt, dcefinnych iontd
Product ion scan, daughter ion scan, fragment ion scan
Nastaveni MS1, skenovani MS2
2. Skenovani iontt prekurzori, vychozich latek, matefskych iontd
Precursor ion scan, parent ion scan
Skenovani MS1, nastaveni MS2
3. Skenovani ztraty neutralni ¢astice
Neutral loss scan
Skenovani MS1 a MS2 zaroven, Am/z = konst.
4. Monitorovani vybrané reakce/vybranych reakci
Selected reaction monitoring/multiple reaction monitoring
Nastaveni MS1 a MS3 na vybrané m/z
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Skenovani produktovych iontu
(Product ion scan)
Nastaveni MS1: propustit ionty o vybrané m/z
Skenovani MS2: spektrum produktti vybraného prekurzoru
... uzite€né pfi objasnovani struktury
... fingerprint analyzované slouc¢eniny
... zjednodus$eni spektra
... zvySeni poméru signalu k Sumu (S/N)
... pozor: MS1 neni zarukou izolace jediného vychoziho iontu
MS" ... hmotnostni spektrometrie n-tého stupné
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Skenovani iontl prekurzort
(Precursor ion scan)

Skenovani MS1: spektrum iontd prekurzor(i
Nastaveni MS2: detekce produktovych iontd o dané m/z

... pro identifikaci skupiny podobnych sloucenin, slou¢enin
s totoZnou funkéni skupinou &i strukturnim motivem

... zjednodus$eni spektra

... zvy$eni SIN
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Prf.: skenovani iontl prekurzort

g

Parent ion scans of unseparated peptide
mixtures

A e %1
g &

i

68, 527-33 (1996)

W e To e w0 0

(Mt

(e MS peptidu GLHINDYALNITKSFLLDK
M;avg = 2175,5; ¢ = 10 fmol/ul.

L —

(B) Sken iontli prekurzoru pro immoniové
ionty isoleucinu a leucinu (m/z = 86 Da)

(C) Sken produktovych iontt [M+3H]3*

=
Hmouwsun spenuvimeuivumvenur cv 1 247

M. Wilm, G. Neubauer, M. Mann Anal. Chem.

Pr.: skenovani ztraty neutralni ¢astice

Constant neutral loss scanning for the
characterization of bacterial

phospholipids desorbed by fast atom
c"-i"*g*m bombardment

fJ D. N. Heller, C. M. Murphy, R. J. Cotter,
C. Fenselau, O. M. Uy

Anal Chem 60, 2787 - 2791 (1988)

g )

N u-:nl

—CHCH NN, PE
- CH;EHOM ChoM a \ fosfoethanolamin: Am/z = 141
~CHACHON CHOLYsiNe LG fosfoglycerol: Am/z = 172

- wosiToL Pl methylfosfoethanolamin: Am/z = 155
—CHy CH,NHCH, MMPE —
~CHy G NEH), DMPE
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Pr.: skenovani iontl prekurzort

>

Parent ion scans of unseparated
peptide mixtures

M. Wilm, G. Neubauer, M. Mann Anal.
Chem. 68, 527-33 (1996)
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Pr.: skenovani ztraty neutralni ¢astice

=} MS

MS/MS
NLS, Am/z = 141
fosfoethanolamin

RELATIVE INTENSITY

I Lo - MSIMS
o © NLS, Am/z = 155
i methylfosfoethanolamin

|
1 mmj
Miz
Figure 4. Positive lon fast atom bombardment mass spectra for P.
wugarts: (a) normal scan, (b) constant neutral Ioss of 141 mass units,
} and (c) constant neutral loss of 155 mass units. 251

Skenovani ztraty neutralni ¢astice
(Neutral loss scan)

Soucasné skenovani MS1 a MS2
Konstantni rozdil m/z propousténych MS1 a MS2

... ztrata stejné neutraini castice

.. vhodné pro latky se stejnou funkéni skupinou
... zjednodusSeni spektra

.. zvySeni SIN
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Pr.: skenovani ztraty neutralni ¢astice
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|
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Figure 5. Posttive lon fast atom bombardment mass spectra for the
Hpkd extract from 30 g of M. iuteus cells: (a) normal magnatic scan
}and (b) constant neutral loss of 172 mass unts. _ 252
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Monitorovani vybrané reakce/vybranych reakci
... analogie SIM a peak switching v MS/MS

Monitorovani vybrané reakce

(selected reaction monitoring, SRM)
Nastaveni MS1: ionty prekurzoru o dané m/z
Nastaveni MS2: produktové ionty o dané m/z
... velmi selektivni dukaz analytu, resp. jeho reakce

Monitorovani vice reakci

(multiple reaction monitoring, MRM)

Nastaveni MS1: peak switching — ionty prekurzorti o danych m/z

Nastaveni MS2: peak switching — produktové ionty o danych m/z
... velmi selektivni dikaz analytu, resp. jejich reakci

Vysoky S/N, pouzivano v kombinaci s chromatografickymi technikami
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Spojeni MS s chromatografickymi technikami
(MS chromatogram, ion chromatogram)

... zaznam intenzity iontu() v prib&hu separace

Celkovy iontovy proud (Total ion current, TIC)

... monitorovani irokého intervalu m/z (stovky a.m.u.)

... vhodny pro celkovy obrézek o chromatografii a nalezeni novych pikd
... nevhodny pfi analyze komplexnich smési

Monitorovani vybraného iontu (Selected ion monitoring, SIM)

... detekce pfi vybrané m/z

... pro experiment navrzeny pro monitorovani pouze vybraného iontu
... pro vice iontl peak switching

Monitorovani vybrané reakce (Selected reaction monitoring, SRM)
... analogie SIM s vyuZitim tandemové MS
... pro vice rekci multiple reaction monitoring, MRM
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Pf.: Monitorovani vice reakci, MRM

Table 1. Overview of the daughter ions with the highest

intensity
Saughter jons
with the highest
intensity (ur/z)

Parent ion’
mass {rr/2)

copP Molecular,

s

Da [formation)
Triol 4206 3674 [MH-3H,0] 1590 950
3854 [MH-2H,0] 1589 950
T-OH 4026 3674 [MH-2H0] 1589 8L
25-0H 4026 367.4 [MH-2H;0| 811 95.0
T-Keto 0.6 3834 [MH-H0] 8L 950
1014 [MH] 951 8L
S6-Ep 4026 3674 [MH-2H,0] 1589 950
) 3854 [MH-HO] 1590 950
primary fragmentation site 19-0H  402.6 3674 [MH-ZH0] 950 159.0
main secondary fragmentation sites 355.4 [MH-12] 1470 95.0

Fig.
is demon: here by using choles
tative for the other COPs

. Main fragments of sterols. The

nation process Trial cholestanetriol, 7-0H 7-hydroxycholesterol, 25-0H
triol as a represen-  25-hydroxycholesterol, 7-Keto 7-ketocholesterol, 5.6-Ep
5.6-epoxycholesterol, 19-0H 19-hydroxychalesterol

B. Rossmann, K. Thurner, W. Luf Monatsh Chem 138, 437- 444 (2007)
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Spojeni MS s chromatografickymi technikami

P¥i vicerozmérnych analyzach (LC-MS, GC-MS, CE-MS) jsou ¢asto
zaznamenavana cela spektra v pribéhu separace. Z téchto dat pak mize byt
ziskan celkovy proud, prubéh intenzity pro dany m/z

Extracted ion chromatogram, XIC, EIC
Reconstructed ion chromatogram, RIC

,Rekonstruovany“ chromatogram je obvykle horsi kvality nez ,pravy” SIM, resp.
MRM ziskany na Q, resp. QqQ

Base peak intensity chromatogram, BPC

... intenzita dominantniho piku vs. reten¢ni ¢as
... mizZe vypadat pfehlednéji nez TIC diky ignorovani sumy minoritnich pikd
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Pf.: HPLC — APCI — SRM

&
= %
= £
: H
s
o -
a0 sb0 | 1000 | B | 170 | 1300 ' W00 | ised | 1680 | 1700 1800
Fig. 8. MRM chromatograms of 8 single standards (overlaid). e(standardl: S000ng/cm’, Viy: S0 mm®
SRM pro dominantni reakce z pfedchozi tabulky
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Pf.: HPLC — APCI - MRM

gm 4012805 >

7-Keto

MRM 367>81, 36795, 367>159_>
108

SP6p-Ep
Swba-Ep

5-OH

7p-OH

Triol
Tar-OH
>
TS0

p—

v Tresmin
L T R R R T R+ R M Y1
Fig. 9. MRM chromatogram of a standard mixture (7 COPs and 19-hydros ycholesterol the prospestive internal stindard).
clstandard & S000ng/em’. Vig: S0mm®
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Hmotnostni spektrometry pro MS/MS
Trojity kvadrupdlovy filtr (QQQ)
lontové pasti (IT, LT, O, FT ICR)
Dvojity magneticky sektor s obracenou geometrii (BE, MAG-ESA)
Pruiletovy analyzator (TOF)
Hybridni spektrometry — kombinace vy$e uvedenych, napf. LT - FT ICR
Klasifikace tandemové spektrometrie

fragmentace v prostoru: 1, 3,4, 5
fragmentace v Case: 2
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MRM: TIC a XIC

7185
st A - Febaimuerec  (A) TIC pro nékolik vybranych
o) ) i peptidd
28 A alkoholdehydrogenazy
T soa0’ B s B0 3T ion . .
S oot I hoay (B) XIC specifického peptidu
$ .n.-:: | norma alkoholdehydrogenazy,
£ . i prekurzor: z =3
¢ w e 5 ez ion P .
znu:: c | Ml (C) XIC specifického peptidu
j,:l:n’ }L T normal alkoholdehydrogenazy,
0 X ,‘ prekurzor: z =2
2 &0 80
Retention time {min) (navic standard pro kvantifikaci)

A multiple reaction monitoring method for absolute quantification of the
human liver alcohol dehydrogenase ADH1C1 isoenzyme

D. J. Janecki, K. G. Bemis, T. J. Tegeler, P. C. Sanghani, L. Zhaib, T. D.
Hurley, W. F. Bosron, M. Wanga, Anal.Biochem. 369, 18-26 (2007)
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Dalsi hmotnostni spektrometry pro MS/MS

Dvojity magneticky sektor s obracenou geometrii (BE, MAG-ESA)
Izolace matefského iontu, fragmentace v kolizni cele
Analyza kinetické energie, W
Pro dcefinné ionty plati W = f(m/z)
Prvni technika MS/MS
(MIKES, Mass-Analyzed lon Kinetic Energy Spectrometry)
Dokonalejsi varianty: EBE, EBEB

EBgQ
EB: dokonala selekce vychoziho produktu
q,: kolizni cela
Q,: selekce produktu

Tandem kvadrupélovy filtr - o TOF (QTOF)

TOF-TOF
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Skenovani v MS/MS

Objasnéni struktury organickych sloucenin

Analyza smési analytll jako nahrada spojeni separace - MS
* Pfi MS/MS se vS§echny analyty ionizuji sou¢asné, izoluje se jeden
analyt po druhém (MS1) a po fragmentaci (CID) se identifikuji (MS2).
« Pozor! U slozitych smési dochazi k vzajemnému ruseni pfi ionizaci.

Zlepseni poméru signalu k Sumu, S/N
« ZvySeni selektivity = snizeni Sumu
« Zjednoduseni spekter
« V8echny druhy skend MS/MS
« Monitorovani vybrané reakce/vybranych reakci
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Dal$i hmotnostni spektrometry pro MS/MS

Tandem kvadrupoélova iontova past - TOFMS (IT-TOFMS)
IT: moznost akumulace a MS" v prvnim stupni.
TOF: citlivy detektor s vysokym rozli§enim jako koncovy stuperi.

lontové pasti: kvadrupdlova IT a FT-ICR-MS

moznost MS?

tentyz spektrometr jako pro MS, pouze jiny software

Postup:
izolace vychoziho iontu (po akumulaci v§ech iontt)
excitace vychoziho iontu (zvy$eni amplitudy) po del$i dobu
sken produktll (pfipadné zpét k bodu 1 pro MS", n >2)

Tandem LT - FT-ICR-MS
mnoho moznych rezimd sken(

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 264

a4



Typy disociace
Disociace ... monomolekularni reakce, t(indukce) << t(disociace)

Fragmentace muze byt zpusobena:
1. Kolizi s atomem nebo molekulou

kolizné indukovana disociace (collision-induced dissociation, CID)
2. Kolizi s povrchem

povrchem indukovana disociace (surface-induced dissociation, SID)
3. Fotonem - fotodisociace (photodissociation, PD)

napf. infrared multiphoton dissociation, IRMPD
4. Elektronem

disociace v dusledku zachytu e (electron capture dissociation, ECD a
electron transfer dissociation, ETD)

Pozn.: Ur€eni hlavni pfi¢iny fragmentace nékdy neni jednoznaéné, napr.
fragmentace béhem MALDI (ISD and PSD) muze byt indukovan jak
fotony, tak i kolizemi.
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Srazky iontd

Fragmentace
« cilena fragmentace za Ucelem studia struktury iontu
« obvykle s molekulami vzacnych plynt — He, Ar

Elastické srazky
Kineticka energie zustava zachovana.

Neelastické srazky
Cast kinetické energie se po srazce pfeméni na vnitini energii iontu:
E;, <= E(M{/(M, + M)))
t = tercik (target), i = ion
Tézsi terik = mozné prenést vice energie na iont

1 eVliont ~ 100 kJ/mol (100kJ/5 g oplatku)

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 268

Typy disociace

1. srazky s molekulami okolniho plynu v kolizni cele pfi zvy$eném tlaku,
p ~100 Pa
CID/CAD collisionally induced/activated dissociation
2. srazky s povrchem: SID, surface induced dissociation
- povrch: vrstva organické latky (polymer nebo monovrstva malych
organickych molekul, napf. alkanthioltl) na vhodném substratu (Au)
- srézky v duasledku urychleni el. polem, pf.: napéti nozzle- skimmer
3. fotodisociace
RMPI, resonant multiphoton ionization
4. zéchyt elektronu
ECD, Electron capture dissociation
ETD, Electron transfer dissociation
5. nadmérna excitace pfi ionizaci (napf. vysoka energie pfi LDl a MALDI)
ISF, in-source fragmentation (fragmentace ve zdroji) ... v TOF MS
PSD, post-source decay (rozklad vné zdroje) ... v TOF MS
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Nizkoenergetické srazky iontu

Energie srazek: 1 - 100 eV
vibraéni charakter excitace, interakce mezi iontem a teréem ~ 1014 s

Uginnost srazek
obvykle dostate¢na diky mnoha srazkam iontu v kolizni cele
Instrumentace

trojity kvadrupdlovy filtr, iontové pasti, hybridni pfistroje

V soucasnosti nejrozsifenéjsi technika, nizkoenergeticka CID
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Stabilita ionta

1. Stabilni: polo¢as rozpadu, > 10%s
lont prolétne celym MS, aniz by se rozlozil.

2. Metastabilni: polo¢as rozpadu, r~ 107 - 106 s
lont se rozlada v prabéhu letu hmotnostnim spektrometrem.

3. Nestabilni: polo¢as rozpadu, r< 107 s
lont se rozlozi jesté ve zdroji.

Historické rozdéleni - ¢asy podle doby pobytu v magnetickém sektoru

Reakce: unimolekularni, bimolekularni
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Vysokoenergetické srazky ionta

Energie srazek: keV
elektronovy charakter excitace, interakce mezi iontem a teréem ~ 1015 s
pfeménéna energie ~ 1 -3 eV

Uginnost srazek
He — snizuje uhlovy rozptyl produktt

Ar, Xe —umoziiuje ucinnéjSi konverzi energie

Instrumentace
hybridni sektorové pfistroje, TOF-TOF
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Priklad: McLaffertyho presmyk

Stépeni karbonylovych slougenin s vodikem v y pozici na enolicky fragment
a olefin indukované El:

e T
= H. R OH R!

| [ - + f
RJQJ R/li"CHz CHz

F. W. McLafferty, Anal. Chem. 31, 82 (1959).

D. G. I. Kingston et al., Chem. Rev. 74, 215 (1974); K. Biemann, Mass Spectrometry
(New York, 1962) p 119;

Djerassi et al., J. Am. Chem. Soc. 87, 817 (1965); 91, 2069 (1969); 94, 473 (1972)

M. J. Lacey et al., Org. Mass Spectrom. 5, 1391 (1971); G. Eadon, J. Am. Chem.
Soc. 94, 8938 (1972); F. Turecek, V. Hanus, Org. Mass Spectrom. 15, 8 (1980).
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Mechanismus McLaffertyho presmyku

ECD
P'Q
e pg
R
NH NH,
NH3
H
\
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NH;,
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ECD, ETD

Electron capture dissociation
* interakce iontt s termalnimi elektrony (nizka E)

« aplikace: fragmentace peptidl (ionty c, z ), nevede k fragmentaci bo¢niho
fetézce

* FT-ICR-MS

Electron transfer dissociation

« transfer elektronu z reagentu

« tentyz charakter fragmentace jako ECD
« kvadrupdlové pasti

(Syka J.E.P,. Coon J.J., Schroeder M.J., Shabanowitz J., Hunt D.F. PNAS
101, 9528-9533, 2004)
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Fragmentace ve zdroji
In-Source Fragmentation (ISF), In-Source Decay (ISD)

Vyuzivana zejména v MALDI TOFMS peptidu.

ZvySeni energie laseru pfi MALDI vede k nadmérnému "zahrati"
molekul/iontt analytu (vibrace) a fragmentaci analytu pfimo v iontovém
zdroji.

Intenzita fragmentl << intenzita matefského iontu ([M+H]*).

Pulsni metody (Delayed Extraction) nutné pro:
dosazeni dostatecné citlivosti
prodlouzeni délky pobytu iontll v iontovém zdroji (vice srazek).

Prevazné monomolekularni reakéni mechanismus (narozdil od CID).
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Charakteristika ISD

+ Neni tfeba reflektor.

- Vyzaduje pulsni extrakci.

- Priprava ¢istého analytu nutna (chybi moznost izolace vychoziho iontu).

- Mduze vyzadovat specidlni pripravu vzorku (napf. zvySenou koncentraci
soli).

Pouziti: MALDI TOFMS peptidli, sacharid.
Pfevazné monomolekularni reakéni mechanismus (narozdil od CID).
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Fragmentace za zdrojem
(Post-Source Decay, PSD)

lontovy selektor (ion gate): vybér vychoziho iontu (m/z interval 1 - 20 Da).

Analyzu produktt v reflektoru:
lonty fragmentt analytu se tvofi béhem letu driftovou zénou (v
dusledku nadmérné excitace), napf.:
ABCH* — AB + CH*
ABCH* — ABH* +C atd.
Bilance kinetické energie pro prvni rovnici:
MagcV/2 = MpgV2/2 + mev2/2.

pronikne do reflektoru = del$i doba letu.

| SYDYM EGGDI RVRRL FCRTQWYLRI DKRGK VKGTQ EMKNN YNIME IRTVA VGIVA IKGVE
4p00-| SEFYL AMNKE GKLYA KKECN EDCNF

c2z

228

|

Md L
Bb? AN

1 ‘ |
ol i
2000

ISD. Analyt: 20 pmol KGF analogu. Matrice: kyselina sinapova. Laser: N,.
(V. Katta, D. T. Chow, M. F. Rohde Anal. Chem., 70, 4410-4416, 1998.)
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ISD
Analyt: oxidovany B fetézec hovéziho inzulinu
Matrice: thiomocovina
Laser: Er:YAG (I = 2936 nm)

(http://medweb.uni-muenster.de/institute/impb/research/hillenkamp/publicat/abs-cm99.html)
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Fragmentace za zdrojem
Prekursor ABC*
2 2 2
v Magc.V > Mpp.V > My.V
2 2 2
e :
Fragmentace 1
: -
Fragmentace 2 . v
()
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 281
PSD: reflektor jako analyzator energie a m/z
detektor 2
ABCH+  reflektor
zdroj ABH"
} o CH* ; ! detektor 1
D — ; ) pro neutraly
3 ® 3 {” (AB, Catd)
+U; deflektor/selektor ) ' +U2
(Uz>Uy)

Klasicky reflektor umoziiuje zaostfit ionty produktu s disperzi energie (a
m/z) < 20%. Celkové PSD spektrum je proto nutné slozit z vice PSD
spekter ziskanych pfi rizném potencialu reflektoru.

Kvadraticky reflektor umoziuje zaostfit ionty v Sirokém intervalu m/z.
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TOF s CID?

CID (pouzivané v QqQ, IT...) # ISD nebo PSD
Fragmentace v dusledku kolize iontu prekursoru s molekulou plynu

Kolizni komoraCollision chamber
- pridavna kolizni komora ve zdroji TOF ma zanedbatelny vliv

Dva zpusoby CID v TOF

1. QTOF (pfesn&ji QqTOF)
2. TOFITOF
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MALDI PSD peptidu

+
804 b [M+H]
b, s b, b
604 : 7
—_ b
S : y a
= 4
2 a0
2 a, LY Yy, a,
o L
= By b, | b Vs
20«al Ys :‘ "‘4 M | a 6 '
o 1l H[ [ 1 Ir.‘..“ I
T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Mass/Charge

pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
MALDI PSD - reflektor s kvadratickym polem.
(0. Sedo et al. Anal. Chim. Acta 2004, 515, 261-269)
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MALDI PSD derivatizovaného peptidu YLYELAR

TR =T000T

1 . H

100 20 a0 40 500 g0 70 o | so 100 | 1i0g)

Spektrum slozeno z nékolika spekter ziskanych pfi rizném potencialu
reflektoru. Zaostfeny pouze piky iont, které pronikly hloubéji do
reflektoru. Pouzit reflektor se 2 stupni. (Zdroj: Z. Zdrahal)
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Ortogonalni TOF: QTOFMS

* Nejbéznéjsi priklad oTOF

API, AP MALDI...
. Vr]odn)'/ pro MS/MS _/I\
(nizkoenergetické CID) T laser (MALDI)
« Svazek iontl je po vystupu z Q3 |]|] Q1: vybeér prekursoru
Siroky (disperze x,), ale ionty | UL
maji zanedbatelnou disperzi v,
ve sméru letu v TOF |][|

iontOVé—fl;; ATHIIIIIN
optika " . '
orthogonalni TOF: (] WL
typicky pro API, ale i pro MALDI detektor reflektor ~ (+)
axialni TOF:
typicky pro MALDI =
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MALDI PSD peptidu

872,340
872,340

476. 491
476,491

MALDI PSD - reflektor se 2 stupni. (Zdroj: Z. Zdrahal)
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QTOFMS: hybridni TOF MS

Vyuziti vyhod obou analyzatora
Q: vhodné pro 1. MS, jako kolizni cela a pro Gpravu iontového svazku
TOF: dobré parametry pro 2. MS

Vyménny iontovy zdroj
oddéleni ionizace od analyzatoru
vhodné pro kontinualni, kvazikontinualni i pulsni ionizacni techniky
PF.: QTOFMS:  API (kontinudlni iontovy zdroj)
AP MALDI (pulsni, kvazikontinualni iontovy zdroj)
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Hybridni instrument pro APl a MALDI

REMOVABLE  TRANSFER

SAMPUNG CONE | OPTICS Torus
o m
|m rusren oerecron
e (| e (| N | e—— "I‘ H
‘ F
2ok cuporlroe  weraroie
6N S6UREE GNERIDSE)  qow BRIDEE)
. o o
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LIFT TOF MS

MS-MS s vyuzitim TOF principu, dokonalejs$i PSD (LIFT)

22 kv
zdroj J ' d ,'I '
\ E‘] H d
6 kv / LIFT cela J_reflektor
= 15 kV (puls) =
LIFT cela: trubice s
i miizkami
vstupni 1! 1 vystupni
miizka | | ;) mfizka
15 kV (puls)
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Hybridni instrument pro APl a MALDI
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lon mobility spectrometry (IMS)

1970 Cohen, Karasek

Charakteristika

* Technika na pomezi hmotnostni spektrometrie a chromatografie
Separace v dlsledku tfeni iontt s okolnim prostredim

lonty neseparovany podle m/z, ale podle své mobility

Dokéaze rozlisit i izomerii nebo pocet naboju (odli$na migrace M* a M,?*)
Nizké rozliseni IMS

V praxi €asto pouzita jako jedna z technik multidimenzionalni analyzy,
napf. ve spojeni s béznou MS

Aplikace

» bezpecnost (vybusniny), vojenské aplikace (jednoducha pfenosna
zafizeni)

+ studium konformace proteint a jinych latek v plynném stavu
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TOF-TOF

gas manifold] copiision  Sccond source: o
DE-MALDI

cell: 0V Vac ISKV
Source:

Vace =3 kV.

Ton mirror

g S v T

d " ||| { s 7115m
B —
A
l Einzel lens l (—|_‘ l

250 Lisec 250 Lisec 250 L/sec

(Medzihradszky, K. F.; Campbell, J. M.; Baldwin, M. A.; Falick, A. M.;
Juhasz, P.; Vestal, M. L.; Burlingame, A. L. Anal. Chem. 2000, 72, 552).
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Priklad instrumentace IMS - QMS

Cas Cell
Quadrupole —

F lon Oplics lass Filler

DP—DI_ UUUM.|\nnlnm.mmmuu oo |(;J
L oo u

ES1 Source —/

Curlain Gas —]

FHATE i

\_ Drifl Tabe Delector

L Desolvalion Region

Clemmer D. E., Jarrold J. F. Mass Spectrom 1997, 32, 577-592.
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IM spektra lysozymu v
zavislosti na jeho konformaci

Intensity {arbitrary units)

w0 20 30 10 20 30
timesz (ms)
Figure 11. Drift time distributions recorded for the +6, +8 and
+10 charge states of lysoryme that were electrosprayed from
disulfide-intact (left) and disulfide-reduced (right) solutions. The
Clemmer D. E., Jarrold J. F. +8 and +10 disulfide-intact ions were obtained by direct slectro-
Mass Spectrom 1997, 32, 577-  spray ionization. Al other charge states were obtained by proton

stripping higher charge states with a base in the desolvation
592. ragion
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Detekce iontu

Faradaylv pohar, Faradayova miska

Elektronovy nasobic

Channeltron

Mikrokanalkova desticka (MCP)

Indukce (FT-ICR-MS, orbitrap)

“Daly” detektor

Plosné multikanalové detektory (array detectors)
Fotograficka deska

Kombinace MCP a diodového pole (MCP-diode array)
aj...
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PF.: ESI - IT - IM - TOFMS digestu koriského albuminu

total mass spectrum

drift time (ms)

Figure 2. Two-dimensionai piot (left) of drift times and miz ratios for  digest of horse albumin, The intensiy of different features is shown
using color scheme In which the least Intense features are represented in biue and the most Intense features are represented In red.
This data set was acquired upon electrospraying a 1.0 mg-mL-" soluton of the digest and acquiring data for 100 experimentai cycies. The total
acquisiton time was 1.0 s. As described previously. peaks fall nto families of M -+ H]* (the series of reltively faint peaks. deiineated by the
@ line) and [M + 2H]* and higher charge state ions (the more intense features), The spectrum at the top right portion of the plot shows.
the total mass spectrum obtained by integrating each TOF window over the complete range of drift time bins. The bottom right spectrum
cormesponds to integration of the namow range of (M + H]* lons along the solid white line. We note that even reiatively small features are readlly
observed after only a short acquisition tme. In ail, ~100 peaks can be observed across the total mass spectrum. The Inset shows only a few
assignments for the [M + H]* famiy of lons. Many other peaks can be assigned to expacted [M + 2HJ** and [M -+ 3H'* tryptic peptides as wel
as some missed cleavages. A detalled analysis and assignment has been given previously (see ref )

Myung S. et al. Anal. Chem. 2003, 75, 5137-5145.
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Faradaytiv pohar (Faraday cup)

-10v

-100 vV

- Velmi malé proudy
Pf.: 100 iontd/s = 1.6x10°17 A
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Diaté'f&z;ry a detekéit
Spojeniseparace a hmotnostni spektrometrie
instrumentace (on-line; off-line, .Cipy)

Elektronovy nasobic¢

-2 kV dynody

et antan

\'_/ \/ \'/ \/ /golekmr ov

» Obdoba fotonasobice: konverzni elektroda se sérii dynod (klesajici
potencial) a kolektorem. Elektronovy nasobi¢ neni zapouzdien ve
sklenéné barice.

Konverze iontu na elektron(y) na prvni elektrodé (napf. Cu-Be).

Znasobovani elektrond na dynodach. Zachyt elektrond na kolektoru,

vznik proudu.
* Zisk ~ 108
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Channeltron

ov

-100 vV

O—
-3 kv

« Sklenéna trubice s vrstvou polovodivého PbO uvniti. Proud tekouci
polovodivou vrstvou vytvari gradient potencialu podél trubice (misto
dynod s diskrétnim gradientem). Nasobeni elektronli jako v
elektronovém nasobici.

« Pro detekci kationtli nutna konverzni dynoda.

* Zisk ~ 108
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Plosné multikanalové detektory (Array detectors)
... hapf. pro magneticky sektor

Fotograficka deska
- historicky detektor, zdlouhavé zpracovani

Kombinace MCP a diodového pole (MCP-diode array)

fosfor
D diodové
© pole
2MCP Ssvazek
optickych
vlaken

Zarazeni optickych viaken umozriuje dosezeni vy$$iho ploSného rozliseni.

DalSi detektory ... kombinace vySe uvedenych detektord
PF.: MCP a fosforovy scintilator ... izolace vysokého napéti
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Mikrokanalkova desticka (microchannel plate, MCP)
2 MCP s mikrokanalky

Rozméry MCP

« tloustka ~1 mm H— kolektor
« pramér 1 - 10 cm. &

Mikrokanalky ® oV

« orientovany sikmo, @ 5
* prdmér ~3-20 um.
« Chevronova struktura
v sestavach vice MCP. -2.2kV -200 V
« pokryté polovodivou vrstvou PbO, 12kv
... vznik gradienu napéti podél mikrokanalku
(kontinuélni dynoda, nasobeni elektront)
Plosny detektor vhodny pro TOFMS
Zisk jednoho MCP ~103, dvojittho MCP ~108.
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Zaznam dat v MS

ionty

l naboj, q
konverze (konverzni G¢innost, amplifikace)
elektrony

l 1=qlt (t... Cas)

proud

l U=IR (R...impedance)
napéti

1 Odlisna schemata pro
fotografickou desku

a scintilaéni detektory

zaznamové zafizeni
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“Daly” detektor

vylesténa kovova
elektroda, -30 kV

tenky kovovy film
vrstvicka fofosforu

fotonasobi¢

lont — elektron(y) — 4 fotony (fosfor)

+ Velmi nizky Sum.

+ Velmi vysoky vykon (fotonasobi¢ obvykle v rezimu pocitani fotont).
- Rusi svétlo.

- VyZaduje nizké tlaky (p < 10 Pa).

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 303

Zaznam dat v MS

I(m/z) = f(X) = (t)

Skenujici pristroje Skenovana veli¢ina Doba skenu

MAG magneticky sektor B, U ~1s

Q kvadrupolovy filtr U, Vv, f ~01s
IT, LT iontové pasti UV, f ~1s
Pfimy zaznam v case:

TOF ~ 100 ps
FT-ICR iontovy cyklotron ~1ls

Dal$i neskenujici pfistroje mohou puzivat plosné detektory (array).
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Signal v MS
Osa y: navoj, proud, napéti, pocet ionta???

a.u. (arbitrary units) nebo relativni intenzita

normalizace iontového signalu

e " i n J.\ M
i et
W0 M0 B0 X0 1000 00 L0 1N0  MGD 10 600 1700 G0 100 200 200 0 2o 20 2300

Mass/Charge
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AID prevodnik (analog/digital)

PF.
2-bitovy prevodnik s rozsahem 0-3V a vz. frekvenci 10 vz/s

get U =022
pocet drovni = 2% Groveni | high-bit | low-bit
0 0 0
1 0 1
ioda, T=1/10 =0.1 2 £ 0
perioaa, = =01s 3 1 1
Sa (V) Sp (#)
3
) \
1 l
0

0 02 04 06¢t(s) 0O 02 04 06 t(s)
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Zaznamova zarizeni

digitalni prevodniky
+ A/D prevodnik (analog to digital)
+ T/D prevodnik (time to digital)
fotograficka deska (historicky)
zapisovac¢ signalu (historicky)
analogovy osciloskop s fotoaparatem (historicky)
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Presnost zaznamu

Presnost (a spravnost) méreni dana poctem biti AD pfevodniku

Napf. pro 8-bitovy pfevodnik 28 = 256 Grovni:
nepfesnost odpovida 1/2 drovné
min. rel. chyba > (2x(pocet Urovni - 1)) = (1/2x255)1 ~ 0.2 %

pocet bitt 1 8 12 16 24
pocet urovni 2 256 4 096 65536 | 16777216
min. rel. chyba (%) 50 0.2 0.01 8x104 3x10¢
dyn. rozsah - 50 800 13 000 3000 000
(rel. chyba < 10%)
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Detekéni elektronika - A/D prevodnik
Méréni (digitalizace) napéti

Zakladni parametry
pocet bittl (rozliSeni prevodniku)
vzorkovaci frekvence, pocet vzorkl za sekundu [vz/s, sample/s]

max. frekvence (cut-off frequency)
polarita: unipolarni (negativni), bipolarni
rozsah vstupniho napéti

max. vstupni napéti

pocet bodl (délka paméti, velikost pufru)

stabilita
aj.
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Volba A/D prevodniku

Reseni:
84 X
« vy$§i zisk detektoru
E « prevodnik s vy$§im poétem bitll
3 « akumulace vice spekter (prumérovani)
§ 250 ]
2]
2004
o] g
g 1504
T T 2
10 102 104 H
miz 5 10q
PFiciny:
N - 504
nizka droven signalu
prevodnik s nizkym poctem bitd od
100 101 102 103 100 105
miz
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Rychlost zaznamu spektra

... dana vzorkovaci frekvenci AD pfevodniku

Faktory:  doba skenu
rozsah skenu
pozadované rozliseni
pozadovana kvalita piku (pocet bodu/pik)

PF. 1:
Pozadavky na Q: doba skenu = 0.1 s, jednotkové rozli§eni v rozsahu m/z =
200 — 2 000, >10 bodu/pik. Minimalni vzorkovaci frekvence?
min. vzorkovaci frekvence = (2 000-200)x10/0.1 = 180 ksample/s
délka paméti = (2 000-200)x10 = 18 000 vz.
... pro 16-bitovy pfevodnik 36 kByte
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A/D - soucasny stav

Vysoky pocet bitt: 24 bita
« ale pouze pfi nizké vzorkovaci frekvenci (1 kHz)

Vysoké vzorkovaci frekvence: 20 Gsamples/s
« ale pouze pro nizkobitové A/D (8 bitd)

Vysoky vykon
» akumulace (prumérovani) dat pfimo v karté
» komprese v karté (algoritmy bez ztraty i se ztratou dat)
* rychly pfenos dat z karty do PC
« ... PCl karta v pocitaci, pfimé adresovani PC paméti
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Rychlost A/ID prevodniku

PF. 2: Jak rychly musi byt A/D pfevodnik pro TOFMS, abychom
zaznamenali iont letici 20 us s rozliSenim 2 000, chceme-li definovat pik
10 body?

Signal
t=20 us, R =2 000 100%
R = m/Am = t/(24t)
50%

At =1/2R = 20 ps/4000 =5 ns  (FWHM)

cely pik (~10 bodd) ... 10 ns = teympe = 1 NS (1 nsivz) 20ps t

vzorkovaci frekvence, f = 1/t = 1 Gsample/s
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TID prevodnik (T/D converter, TDC)

Pogéitani pulst
Naraz iontu na detektor — puls — zesilova¢ — diskriminator — ¢ita¢

T/D prevodnik (time to digital)
1-bitovy A/D prevodnik
2urovné:0a1

Parametry:
Casové rozliseni
(pocet kanall)

Vliv vzorkovaci frekvence AD prevodniku

(TOEMS)
25000 25000
2 Gsample/s 1 Gsample/s 20000 4500 Msample/s
M "
u\
/ L] 18000 -
20000 \ 20000
-~ Ta Ta 16000
3
©
= / \ 14000
'® 15000 4 . 1 15000
2 I \ 12000
> - 1
>
2 " \ - 10000
S 10000 l 1 10000 | -
I k '\ 8000
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aj.
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Sa (V) Analogové spektrum
100 % ‘ (@ puls)
0 e - prahova Uroven signalu
0 20 40 60 t(us)
Sp1 (#) L )
1 Digitalizované spektrum
(1 puls)
0 —
0 20 40 60 t(us)
[l Akumulace n spekter
Son (#)
n
Akumulované digitalizované
spektrum (n pulst)
0 —
0 20 40 60 t(us)
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pouze jeden.

Nizsi cena (oproti A/D).

Aplikace:

TOFMS s vysokou frekvenci extrakénich pulst (>kHz)
ESI - oTOFMS
AP-MALDI — 0oTOFMS

TOFMS s nizkym poctem iontt
PD — TOFMS
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T/D prevodnik (time/digital)

Ze skupiny iontti dopadajicich na detektor béhem jedné periody je vyuzit

Vhodny pro zaznam signalu s vysokou opakovaci frekvenci pfijatelna
(statistika po naakumulovani dostate¢ného poctu spekter).
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TI/D prevodnik (time/digital)
Vicekanalové T/D prevodniky

... ke zvySeni dynamického rozsahu

Klasicky TOF detektor

MCP
W 1 bit
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... pomoci skupiny T/D pfevodnikli se segmentovanym detektorem
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Informatika

Hardware: nejrozsifenéjsi PC (IBM)
Software: Windows XP

Exponencialni rust vykonnosti: Moorelv zakon
PF.:

Vyhodnoceni MS/MS spekter programem SEQUEST
SCX - LC - MS/MS digestu smési proteinti (Y2H kvasnice)
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30.001 370.00-2000.00]
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T/D prevodnik (time/digital)

Segmentovany TOF detektor

lonty dopadaiji na ¢tyfi segmenty se stejnou pravdépodobnosti
...celkovy tok iontti mize byt vyssi
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Pr.: klastr pro vyhodnoceni SCX-LC-MS/MS

1x master PC (2 procesory P4, 3 GHz)
8 x slave PC (2 procesory P4, 3 GHz)
v$e propojeno 1-Gbitovou siti
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Zaklady vakuové techniky

Evangelista Torricelli (1608-1647)
Jednotka tlaku: 1 Torr =1 mm Hg

Tlak, p

p = sila/plocha [Pa, N/m?]

1 atm = 760 Torr = 101 325 Pa = 101.325 bar = 14.70 psi
1 Torr =133 Pa

Vakuum
stav plynu s p < 101325 Pa

Stredni volna draha molekuly
Stfedni draha, kterou urazi iont mezi 2 srazkami
A= (V2no2n )1

Rychlost pumpovani

Rychlost pumpovani, S
s-Q [S]=L/s
p
1/Skomora = 1/Spumpa + 1/Ctot

Spravny navrh: Cyp, > Syumpa

tj., nema smysl koupit vykonnou pumpu a pak omezit celkovou rychlost
pumpovani komory Uzkymi spojovacimi trubicemi.

Pozn.:

* V rezimu molekulového toku pumpa nenasava plyn. Pumpa funguje jako
past; molekuly, které dorazi k pumpé, se neodrazi zpét do komory.

* Rychlost pumpovani je rizna pro rtizné plyny (klesa s m plynu).

* Tlak v celém systému neni stejny, zalezi na umisténi tiakového ¢idla.

» Outgassing. Dobu nutnou k dosazeni vakua prodluZuje pfitomnost
plynnych a tékavych latek adsorbovanych (vzorek, otisky prstu) a
absorbovanych v systému (plyny v tésnéni, plastovych soucastkach).
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Vakuové pumpy

Mechanicka pumpa
Difizni pumpa
Turbomolekularni pumpa

Kryopast
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A(cm) = 0.66/p(Pa) ... pouze hruby odhad pro vzduch pfi 25°C
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Rezimy toku plynu

1. Turbulentni tok. (p > 10 kPa)
velmi mala &
mnoho srazek mezi molekulami
2. Viskézni, kontinualni tok. (p = 1000 - 0.1 Pa, "hrubé" vakuum)
A=pm-cm:
stale mnohem mensi nez rozméry vakuovych aparatur
vice kolizi molekula - molekula nez molekula - sténa
3. Molekularni tok. (p <0.01 Pa, "vysoké" vakuum, HV, UHV)
A>m:
prevladaji kolize molekul se sténami vakuové aparatury
obvykla situace v hmotnostnim spektrometru
pozn.: UHV = ultra high vacuum
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Pritok plynu
Prutok plynu, Q
[Q] = Pamd/s, PaLls
C ... konduktance trubice o priméru D a délce L
C=f(D, L, p plyn, T), [C] =Lis
PFi molekularnim toku C nezavisi na tlaku p:
Coc D¥L  (aproximace)
P¥i visk6znim toku C zavisi na tlaku p:
C o« pD#/L (aproximace)
Navrh vakuovych aparatur
o Kratké tlusté spoje = CT = rychlej$i dosazeni pozadovaného tlaku.
* Sériové spojeni trubic - nejuzsi misto omezuje cely systém:
1/C,; = Z1/C;
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Mechanicka pumpa

« Jedno- a vicestupriové.

* Rotor v oleji
- min. tlak omezen vypafovanim oleje
- nutna past na olejové pary
- nutné vymény oleje

* Tlak > 0.1 Pa ... "hrubé" vakuum.

* Rychlost pumpovani, S: typicky 1 — 500 L/s

» Bé&zna pumpa v komerénich systémech.
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Turbomolekularni pumpa

Série velmi rychle rotujicich turbin (az 50 000 rpm). Molekuly plynu jsou
odrazeny lopatkami turbin. Obvodova rychlost turbiny > rychlost molekul
plynu.

.

Zavislost vstupniho a vystupniho tlaku na molekulové hmotnosti plynu:
IN (Pou/Pip) o= Nm

.

UHV pumpa, tlak > 108 Pa

.

Rychlosti pumpovani do ~ 3000 L/s

.

Bézna UHV pumpa v komerénich systémech.
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Méreni tlaku

Hydrostaticky tlakomér
« Stanoveni tlaku z rozdilu hladin.
* Rozsah do 1 kPa, u specialnich konstrukci az do 0.1 Pa.

Mechanické tlakoméry
« Stanoveni tlaku podle vychylky pruzné membrany.
» Snimani vychylky - mechanické
- kapacitni (rozsah 10° — 102 Pa)

Termocélanek (Thermocouple gauge)
« Bimetalovy termoclanek a odporové Zhavené viakno.
« Prenos tepla z vidkna na termoclanek zavisi na tlaku a druhu plynu.

* Rozsah p: 100 Pa - 0.1 Pa, u specialni varianty (convectron) 100 kPa -
0.1 Pa.
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Difuzni pumpa

.

Specialni netékavy olej se zahtiva topnou spiralou v zakladné, pary oleje
stoupaji trubici uprostred, tryskaji Sikmo dol( na chlazené stény a stékaji
na zakladnu. Specialni olej letici z trysek strhava molekuly okolniho
plynu.

Casto pridavana chlazena past (vodou, kapalnym N,) nad pumpu —
zachyceni pfip. Uniku oleje.

UHV (ultra-high vacuum) pumpa, tlak > 106 Pa.

Spolehliva pumpa, nevyzaduje udrzbu.

Pomaly ohfev i chladnuti.

Kryopast
Sorbent (napf. dfevéné uhli) chlazeny na 4 K (kapalnym He).
Nutnost regenerace.

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 332

Méreni tlaku

lontova trubice (lon gauge)

Bayard & Alpert: iontova trubice se Zhavenou katodou.

« Tri elektrody ve sklenéné barice: spirala (+), drat (-) ve stfedu spiraly a
Zhavené vlakno (-) vné spiraly (zhavna katoda).

Stejna sestava jako u otevieného iontového zdroje: elektrony ze Zhavého
vlakna urychleny ke spirdle, dochazi k ionizaci plynu, zachytu iontt na
dratu a méfeni proudu. p = f(proud). Pozor, proud je funkci slozeni
plynu!

* Rozsah p: 102 - 10-1° Pa (vysoké vakuum, UHV)

Penning: iontova trubice se studenou katodou.

+ K tvorbé iontl je pouzit vyboj.

* Rozsah p: 1-10* Pa

Pozn: v komerénich zafizenich se pouzivaji termoclanky a iontové trubice.
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Ohrev UHV systému

Molekuly plynu se adsorbuji na vnitfni stény hmotnostniho spektrometru.
Pomala desorpce molekul plynu zvySuje tlak a prodluzuje dobu nutnou k
dosazeni pozadovaného vakua. Dosazeni UHV je mozné urychlit zahfatim
systému (napf. odporové vyhfivanou vodivou paskou omotanou kolem
systému), coz posune rovnovahu od adsorpci smérem k desorpci.
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Spojeni separace a hmotnostni spektrometrie

Pro¢ separace?

... nutnost analyzy velmi sloZitych vzorku, smési mnoha analytti, napf.
v pfipadé proteomiky vzorek obsahuje bézné >102 peptidu

Samotna MS a MS/MS neni dostacujici z nékolika divodu:

+ vysoka pravdépodobnost vyskytu 2 nebo vice analytli o stejné m/z
« prekryv izotopickych obalek analytil s blizkou m/z

vzéjemné ruseni analyt(

omezeny dynamicky rozsah hmotnostniho spektrometru

rozliSeni 1. stupné pfi MS/MS ¢asto nedostate¢né (R, ~ 500)
odstranéni necistot

zdroj dal$ich informaci o analytech
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Vzajemné ruseni MALDI signalu ve smési peptida

0.25
c(peptid) = 1 uM
020-] AF17 A Al (peptidl) =1 u
0154 AF 3»\5 \ / Al
010+ / AG 1-14
S 005 J_ \
2 000 T 7 7 7 7 7 i
2 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Q
E 0259 All (off scale)
S 020+ c(peptidi) = 1 pM
0154 kromé c(All) = 50 uM
0.10
0.05
0.00 T = T T T T T 1
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
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Separace biomolekul: MALDI nebo ESI ?

ESI MS

+ Kompatibilni se separaci

+ Komeréné dostupny, rutinni pouZziti

+ Moznost MS-MS

+ Vysoka citlivost

+ Snadna automatizace

- Nelze archivovat vzorek

- Minoritni slozky neanalyzovany v MS-MS modu
- Kvantifikace vs. MS-MS

- LC gradient ¢asto pomaly

MALDI MS
+ Jednodu$si spektra

+ Oddéleni separace od hmotnostni analyzy
+ Moznost archivovani vzorku

Typy interface

Plyn - vakuum

« tryskovy separator pro obohaceni ABC v nosném plynu (particle beam)
* membranové interface

« kapilarni kolona (klasicka kolona + splitter)

Kapalina = vakuum
« APl ioniza¢ni metody (ionizace pfimo z kapaliny za atmosferického tlaku)
« Pritokové sondy (FAB)
« Naneseni vzorku na tuhy nosi¢ (tercik)
- pohyblivy pas (naneseni pfi atmosferickém tlaku — prenos,
diferencialni pumpovani - ionizace)
- Sbér frakei
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Separace - ESI MS
Nejrozsifenéjsi metody:
2D GE - MS
« 2-rozmérna gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
« nasledné vyfiznuti zény a zpracovani proteinu
* bézna planarni technika pro separaci proteinti
RPHPLC - ESI MS
« kapalinova chromatografie na reverzni fazi — ESI MS
* bézna kolonova technika pro analyzu peptidu
Data dependent scan ... 1 MS sken nasledovan nékolika MS/MS skeny

(podrobnéji v ¢asti o aplikacich)
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Interface pro MALDI

Obvykly postup:

» Naneseni kapalného vzorku na ter¢ik

« Vysuseni vzorku

« Vlozeni ter¢iku do spektrometru a analyza

Rezim

1. On-line

2. Off-line

3. In-line

Pridavek MALDI matrice

1. Smichani s roztokem analytu (sheath flow, T, liquid junction)

2. Naneseni roztoku na ter¢ik pokryty vrstvickou matrice

Shér eluentu

1. Diskrétni frakce

2. Spojita stopa
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Interface pro MALDI

Off-line

Terciky s hydrofilnimi misty (anchorchip).

Mikrometody pouzivajici piezoelektrické pipetory a mikroterciky.

Nanaseni vzorku pomoci elektrospreje

On-line

Pritokova sonda s fritou

Pratokova sonda bez frity

Zmlzovac pro tvorbu aerosolu

In-line

Interface ROBIN

Nanaseni vzorku na povrch ve vakuu, moving belt interface

Off-line vs. on-line

+ Oddéleni separace od hmotnostni analyzy

+ Moznost archivovani vzorku

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 342

57



Archivovani vzorku (MALDI)
Postup pfi separaci s MALDI MS a MS/MS detekci
1. Naneseni eluentu na tercik
2. MALDI MS analyza (<10% vzorku spotfebovano)
3. Analyza MALDI MS dat
4. MALDI MS-MS vybranych pikl (detailni analyza)

(Po 1. kroku muZe byt postup kdykoli prerusen.)

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 343

Moving belt interface (in-line)

Rozhrani pro kontinualni zavadéni netékavého vzorku v tékavéjSim solventu
do hmotnostniho spektrometru

horky N,  LC eluent

vyhiivaci IR vyhfivani
element Stérbiny A}:\A {
iontovy ( ‘ ‘ ‘ @
zdroj o~
—4 1 I 1 " pohybujicl 56 polyimidovy pés

k vakuovym pumpam

McFadden W. H., Schwartz H. L. and Evans S. J. Chromatogr. 122, 389,
1976.
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Pratokova sonda (on-line)

—
To Fight Tube
Stuniets Steel Tip —
Vasp Tobe Sestum
Insiated Acceleration Paces

Probe Henter

Whittal, R. M., Russon, L. M., Li, L. J. Chromatogr. A 1998, 794, 367-375.
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ROBIN (rotating ball inlet), in-line

Vacuum

Orsnes, H., Zenobi, R. Chem. Soc. Rev. 2001, 30, 104-112.
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Zmlzovag pro tvorbu aerosolu (on-line)

Liuid —» ———

Gairier Gas —p =
AEROSOL

FORMATION
Nebulizer

CHAMBER

Drying Tube
FLIGHT TUBE
- 0
lon Formaticn o
Region ) L
Detector
SOURGCE lon Reflector
CHAMBER

Fei, X., Wei, G., Murray, K. K. Anal. Chem. 1996, 68, 1143-1147.
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Nanaseni vzorku ve vakuu (in-line i off-line)

. source chamber (p ~ 10 Torr)
atmospheric
pressure "
deposition M
support repeller
—
= target |} repeller center
coil (tape guide)
probe with /
capillary source
coil ™~ lled
rubber propelie:
wheel shaft
interface flange Mylar tape
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Automatizovany sbér frakci (off-line)

o
Detector |

Fractionating robot ... PROBOT |

Capillary from the column

Addition of
matrix

Movement directions
of the sample table

Rotary vaive

x4 > losage modul
4 v
SRSt T
Sample table with targets .‘Sohmmieplrkmenesdle
and park position between runs

Napf.: Probot (zdroj: www.lcpackings.com)
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Priklad navrhu €ipu pro paralelni analyzu
infazni kapilary do sondy\
A

/. \

spole¢ny kapalinovy spoj

separacni kanalky

kapilary pro davkovani
vzorkt z mikrotitraéni desticky

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 352

Spojeni €ip — hmotnostni spektrometrie

(€ip, mikro€ip, microfluidic device)

Pro¢ mikro + makro? ... Mozné vyhody Cipu:

« integrace vice kroku, “lab on a chip“ (davkovani, pfiprava, separace ...)
« paralelni analyzy (opakujici se motiv na jednom cipu)

* nizka cena — ¢ip na jedno pouziti (pfi sériové vyrobé)

« veskeré Upravy na Cipu, MS detektor

Zakladni typy:
1.2D pole
« afinitni pole: nejprve zakoncentrovani specifickych latek, poté MALDI
MS ptimo z ¢ipu
« pole vialek se $pi¢kami pro ESI: zvy$eni reprodukovatelnosti analyzy

N

Fluidni systém (Cipy s kanalky)

« systémy pro paralelni analyzu— pro ESI, MALDI ...

« systémy integrujici nékolik krokd
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Cip vs. konvenéni zatizeni
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Mikrometody

Close-up of
chip nano vials

\ulnm:l(c«l‘
MALDI-TOF .\ISJ

Microdispenser

Nanovial
arrays

Laurell, T.; Nilsson, J.; Marko-Varga, G. Trends Anal. Chem. 2001, 20, 225-231.
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€ mass tag.
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IV. Biologické aplikace MS

Genom, proteom, metabolom.
Malé organické molekuly - biomolekuly, Iéky, petrochemické produkty.
Biopolymery (DNA, proteiny, cukry).
Syntetické polymery.

Proteomika
Charakterizace peptidd a proteini — proteinového kol
V soucasnosti hlavni a nejperspektivnéjsi aplikac

spektrometrie.

Genom <> proteom. Uroveri exprese

Genom je v podstaté staticky,
a funkci proteinu, poloze
organismu souvisi be:

Hmotnostni spektrol

Proteomika

- vice stavebnich kament, aminokyselin

- variabilita - modifikace aminokyselin

- neexistuje metoda amplifikace proteinu obdobna PCR

- nizkd mnozstvi mnoha protein( (napf. regulacnich proteint)

Diferenéni proteomika

Stanoveni rozdilné exprese protein(i (pfitonnosti nebo absence)
v ovlivnéném a zdravém organismu (organ, tkan, burika).

Funkéni proteomika

Stanoveni vSech interakci (protein-protein, protein-DNA, atd.) v daném
organismu (organ, tkan, burika).
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IUPAC nazvoslovi aminokyselin

Trivialni nazev Symboly Vzorec

Alanine Ala A CH;-CH(NH,)-COOH
Arginine Arg R H,N-C(=NH)-NH-[CH,],-CH(NH,)-COOH
Asparagine Asn N H,N-CO-CH,-CH(NH,)-COOH
Aspartic acid Asp D HOOC-CH,-CH(NH,)-COOH
Cysteine Cys C HS-CH,-CH(NH,)-COOH
Glutamine Gln Q H,N-CO-[CH,],-CH(NH,)-COOH
Glutamic acid Glu £ HOOC-[CH,],-CH(NH,)-COOH
Glycine Gly G CH,(NH,)-COOH
CH-CH (NH - CO0H
Histidine His H  HN N
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 357

IUPAC nazvoslovi aminokyselin

Trivialni nazev Symboly Vzorec

Isoleucine le |1 C,H;-CH(CH;)-CH(NH,)-COOH

Leucine Leu L (CH,),CH-CH,-CH(NH,)-COOH

Lysine Lys K H,N-[CH,],-CH(NH,)-COOH

Methionine Met M CH;-S-[CH,],-CH(NH,)-COOH
Phenylalanine  Phe F CgHs-CH,-CH(NH,)-COOH

Proline Pro P ( - LCOOH

H

Serine Ser S HO-CH,-CH(NH,)-COOH
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 358

IUPAC néazvoslovi aminokyselin
Trivialni nazev Symboly Vzorec
Threonine Thr T CH;-CH(OH)-CH(NH,)-COOH

CH, CHH,)-COOH

Tryptophan Tp W
i
Tyrosine Tyr Y HO@CHTCH MHZ-CO0H
Valine val Vv (CH3),CH-CH(NH,)-COOH
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Historicky prehled ionizaénich metod
vhodnych pro analyzu peptidi a proteint

1969 FD Desorpce polem (Beckey)

1974 PD Plazmova desorpce (McFarlane)

1976 SIMS MS sekundarnich iontl (Benninghoven)

1981 FAB lonizace rychlymi atomy (Barber)

1984 ESI Electrosprej (Fenn)

1987 MALDI  Laserova desorpce za UCasti matrice (Karas, Hillenkamp)

1994 nano-ESI Nanoelektrosprej (Wilm, Mann)
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Soucasné ionizaéni techniky v proteomice

FAB
max. m ~ 10 000
LD ~ 20 pmol (klasicky FAB), < 1 pmol (CF-FAB)

ESI

max. m ~ 100 000 Da (z >> 1)

LD < 10 fmol (rutinni)

LD ~ amol nebo 10° M (vybrané aplikace)

MALDI

max. m ~ 106 (prakticky neomezen — TOF analyzator)
relativné nejvice odolna vUci ruseni necistotami

LD < 10 fmol (rutinni)

LD ~ amol nebo 10° M (vybrané aplikace)
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Gelova elektroforéza (GE)
2D SDS PAGE

2D:  2-rozmérna elektroforéza
1. rozmér: dle pl (izoelektricka fokusace)
2. rozmér: dle velikosti SDS pro denaturaci (naboj/velikost = konst.)

PA:  polyakrylamidovy gel jako separa¢ni médium

» Vhodna pro separaci tisicli az desetitisicu proteind, v pfipadé velmi
jednoduchych smési staéi i 1D GE

» Rychla identifikace a charakterizace proteini na 2D gelu je nejbéznéjsi
analyzou sou¢asné proteomiky

* Zhruba 5% proteint a 30% peptidd migruje anomalné

* PTM ovliviiuji zdanlivou m protein(i (chyba az 50%)

* Problematicky transport proteinti z gelové matrice (elektroblot na
membranu)
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Hmotnostni spektrometry v proteomice

MALDI MS vysoky pocet vzorkl/¢as
TOF

ESI MS-MS objasnéni struktury
QqTOF, IT, FT ICR
Nova instrumentace  MALDI TOF-TOF, MALDI LIFT TOF

MALDI QqTOF

« rychla identifikace v MS modu
* moznost detailni analyzy v MS-MS modu pozdéji
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Pr.: 2D GE lidské plazmy

Separacni metody v proteomice

GE
gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

HPLC
vysoceucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

IEC
chromatografie na iontoménicich

AC
afinitni chromatografie

CE
kapilarni elektroforéza

Centrifugace
bézna centrifugace, gradientova centrifugace
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RP HPLC

Kolona: klasicka, kapilarni (¢ 300 um) nebo nano LC (¢ 75 pum)

Napln: C,q, velikost nosice: 3 — 10 um (RP ... reverse phase)

Gradientova eluce, napf:

- start: 10% org faze + 90% vodné faze

- konec: 80% org faze + 20% vodné faze

- organicka faze: ACN (acetonitril) + 0.1% TFA (kyselina trifluoroctova)
- vodna faze: 0.1% TFA

Organicky solvent pfispiva k rozpustnosti peptidd, umozriuje detekci v
UV (230 — 240 nm) a rychle se vypatuje, coz je vyhodné pro sbér frakci
napf. pro MALDI MS.

Standardni technika kolonové separace pro peptidy a proteiny
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Pf.: RP HPLC smési peptidl (digest BSA)

Mobile phase: A - 0.1% TFA in H,O
B-0.1% TFA in ACN

Gradient: 10% to 50%B in 20 min

Flow: 1.0 mL/min

Detector: UV @ 220nm

Sample: Tryptic Digest of BSA

18-20 peaks

150A, BetaBasic® 18
5pm, 150x4 6mm

T 715081

over 40 peaks
| ﬂ

J l M . N w. | ; ='le: ylll"‘, J'l‘,lt'-v\,“,w

300A, BioBasic® 18
5Spm, 150x4.6mm

i |

AV f 721002
A A -
0 10 15 MIN
Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 Zdroj: ThermoFinnigan 2002 367

Enzymatické $tépeni proteint v 2D gelu

1. Washthe gel slices for at least 1 hr in 500 microliters of 100 mM ammonium bicarbonate. Discard the
wash.

2. Add 150 microli of 100 mM i i and 10
degrees centigrade for 30 min.

3. Cool to room temp and add 10 microliters of 100 mM iodoacetamide and incubate for 30 min in the dark
at room temperature.

4. Discard the solvent and wash the gel slice in 500 microliters of 50% acetonitrile/100 mM ammonium
bicarbonate with shaking for 1 hr. Discardthe wash. Cut the gel into 2-3 pieces and transfer to a 200
microliter eppendorf style PCR tube.

5. Add 50 microliters of acetonitrile to shrink the gel pieces. After 10-15 min remove the solvent and dry the
gel slices in a rotatory evaporator.

6. Re-swell the gel pieces with 10 microli of 25 mM i containing Promega
modified trypsin (sequencing grade) at a concentration such that a substrate to enzyme ratio of 10:1 has
been achleved (If the amount of proleln is not known, add 0.1-0.2 microgramsof modified trypsin in 10

of 25 mM After 10-15 minutes add 10-20 microliters of additional
buffer to cover the gel pieces. Gel pieces need to stay wet during the digest. Incubate 4 hrs to overnight
at 37 degrees Centigrade.Proceed to step 8 if further extraction of the gel is desired (recommended)-
otherwise continue with step 7

7. Approxi 0.5 microlit of the may be removed for MALDI analysis and/or the
supernatant acidified by adding 10% TFA to a final concentration of 1% TFA for injection onto a narrow-
or microbore reverse phase column. (If necessary the sample's volume may be reduced~1/3 on a
rotatory evaporator.)

8. Extraction (Optional)- Save supernatant from step 7 in tube X, and extract peptides from gel twice with
50 microliters of 60%acetonitrile/0.1% TFA for 20 min. Combine all extracts in tube X (using the same
pipet tip to minimize losses), and speed vac to near dryness.Reconstitute in 20 microliters of appropriate
solvent. Proceed with chromatography or MALDI analysis.

Zdroj: http://www.abrf.org/ResearchGroups/Proteinldentification/EPosters/pirgprotocol.html

of 45 mM DTT. Incubate at 60
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Enzymatické stépeni proteint

enzym
protein

smés peptidd

Duavody prechodu z oblasti vysokych m/z do oblasti nizkych m/z:

1. Lep$i parametry hmotnostnich spektrometrd (vyssi rozlieni, pfesnost a
spravnost stanoveni m/z, citlivost)

2. Uzsi izotopova obalka (jednodussi spektra, vyssi citlivost)

Pozn.:
digestion = enzymatické Stépeni, traveni
digest = smés tryptickych fragmentt, produkt enzymatického Stépeni
Upravy pred $tépenim:
« redukce -S-S- mustku: dithiothreitol (DTT)
« alkylace —SH: jodoacetamid (IAA) = m: + 57 Da
« duvod: ,rozbaleni proteinu® ... lep$i pfistup enzymu
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Strategie analyzy v proteomice

Zékladni typy analyzy

1. Identifikace (potvrzeni pfitomnosti znamého proteinu ve vzorku)
2. Relativni kvantifikace v diferencialni proteomice
3. Sekvenace neznamého proteinu/peptidu (de novo sequencing)

Vzorek je obvykle smés mnoha proteinti/peptidt
JU4iiy

Analyza zaloZzena na pouziti separaci s MS a MS/MS detekci

Identifikace

Sekvence mnoha proteint jiz byla popsana a neni nutné ji znovu
analyzovat.
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Nerm. 300K XOX-Lys- VY V3030 Clerm * TN Grypsin cleaves s pepude bona

Enzymatické stépeni proteinti

Nejcastéji trypsin (rizné upraveny, napf. TPCK k potlaceni
chymotrypsinové aktivity, methylaci aj.).

Dalsi enzymy: lysin, chymotrypsin, CNBr aj.

Produkty enzymatického Stépeni
« specifické fragmenty analyzovaného proteinu
Napf. trypsin $tépi na C-strané aminokyselin K or R, pokud neni soused
P. (Skute¢na pravidla jesté slozitejsi):
N terminal-X-X-X-X-X-K-Y-Y-Y-Y-Y-Y-C terminal (Y#P)
« nespecifické fragmenty analyzovaného proteinu
« artefakty (modifikace aminokyselin, napf. oxidaci, diky PA gelu atd.)
« fragmenty enzymu (autolyza)
fragmenty keratinu ( )
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Strategie analyzy v proteomice

Top-down

« izolace proteint

+ zpracovani proteinli, enzymatické Stépeni
+ analyza peptidd (MS, MS/MS)

Bottom-up

* enzymatické Stépeni

» separace peptidi

+ analyza peptidd (MS, MS/MS)
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Nékteré uzite¢né terminy

genotyp genetické vybaveni organismu, dispozice

fenotyp skute€ny obraz organismu, vysledek interakce s prostfedim
in vivo v Zijicim organismu

in vitro mimo Zijici organismus, v umélém prostiedi

http://www.meta-library.net/gengloss
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Mapovani peptidll (peptide mapping, peptide
mass fimgerprinting, PMF)
Urceni proteinu analyzou produktti enzymatického $tépeni
1. Separace a kvantifikace proteint: 2D GE

2. Vyfiznuti gelu, Uprava, enzymatické $tépeni

proteinovy vyjmuti
extrakt skvrny izolovany protein
(zpravidla v gelu)
buriky, 2D gelova
tkan gelova A
elektroforéza Cheml.c ke, dpravy a
selektivni Stépeni
(napt. trypsin, CNBr)
:’5 peptidové fragmenty
=7 (digest proteinu)
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Identifikace proteinu

Znamé informace:
- Plvod vzorku (organismus)
- lzoelektricky bod (pl) z 2D PAGE)
- Molekularni hmotnost proteinu z 2D PAGE, pfip. MALDI TOF MS
- N-a C- ¢ast sekvence (Edmanova degradace)

... Tyto informace nejsou dostatecné k identifikaci proteinu (nebo je jejich
ziskani nemozné, pfip. zdlouhavé)

Metody identifikace
. 2D GE + X + MS (peptidové mapovani)
. 2D GE + X + RPHPLC + MS a MS/MS (sequence tag, AMT)
. X+ 2D LC (napf. IEC a RHPLC) + MS a MS/MS
. X+ AC (afinitni chromatografie) + MS a MS/MS (IMAC, ICAT)
. Strategie vyuzivajici X a izotopové reagenty/standardy
X ... selektivni enzymatické Stépeni

moow>»
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PMF

3. MS analyza a vyhodnoceni vysledku

peptidové fragmenty
(digest proteinu)

)
:\EAQLSISM‘S/ \\ separace - ESI MS
i l
1)
m/z m/z

hledani v proteinové databazi ESI MS-MS
(identifikace znamych proteint) vybranych peptidi

struktura
(nové peptidy a proteiny)
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Identifikace proteinu

« Ziskani specifickych informaci o proteinu pomoci MS
« Srovnani specifickych vlastnosti analyzovaného proteinu s knihovnou
(obsahujici specifické vlastnosti) znamych proteint.
Specificita:
1.Analyza vice peptidu se vztahem k proteinu
peptidové mapovani (PMF, peptide mapping), ziskani peptidového
fingerprintu, analyza m/z produktt enzymatického $tépéni
2.Podrobna analyza jednoho peptidu z proteinu
a) sequence tag, MS-tag - analyza ¢asti sekvence (z fragmenatce
peptidu v plynné fazi
b) accurate mass tag, AMT — analyza sloZeni ¢asti proteinu (z pfesné
m produktu enzymatického Stépéni,)
« Vyzaduje vysokou spravnost MS analyzy + kvalitni databazi
Identifikace pouzivajici MS jsou vyrazné rychlejsi a citlivéjSi nez chemické
metody (Edmanova degradace)

.

.
p4
@

«Q
!
g
3
<

3
@
@
Q
@
=
=
[0}
Q
153
3
<
Q
9,
O
o
g
N

1
3
Q
<

S

el
=
=3
g
3

Hmotnostni spektrometrie biomolekul 2010 375

Priklad hledani v databazich: MS Fit

Zadani: Peptide masses are:

Min. # peptides required to match: [
3] Instrumont: [MALDFTOF 5] Repost MOWSE Seores: ¥ Pfactor: P2
Peptide Masses
w0 [opm 3

harge (1)

Database:

s:
P . |
MW of Protein: (from [1000  Da to [100000 Da) Al I
Protoin pl: (from 20 to[100 ) Al @
Digest:[Topsn 5

Max. & of missed cleavages: [T
Cysteines medified by: [scrviomde 3]

Sample ID eamunent): [ag1c Sule

Mas. Reported Hies: [5

Homology M,

(select any mode but identity)

Search mode:
Min. # matches with NO AA substications: [1

Peptide Mass shifi: [ S1[@1  Da
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Priklad hledani v databazich: MS Fit

Vysledky:

5 e
e Pephn Marest
AWOK B

v
MOWSE Protein pralls .
Rank Masses Species Frotein Name
e T AW Dyt Accessian ¥

I 20200071523 (65%) 302715 5RO

2 164e1003 423 (7%) 311910,

3 1steioos 4n3 @) 350 1027 CATE

4 = sna @woE

OMATITM
"

48 623 Q6%) 6451167666 E SUE VIRUS

MS Fit - Identifikace proteinu z hmotnosti peptidovych fragment( pomoci
programu na http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml|3.2/msfit.htm
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Metoda Sequence-Tag (MS-Tag)

« Identifikace proteinu na zakladé presné znalosti malé ¢asti jeho sekvence
(sequence-tag, MS-tag), zpravidla sekvence jednoho peptidu

 Pfesné stanoveni sekvence aminokyselin ¢asti proteinu (typicky jednoho
peptidového fragmentu z enz. §tépeni) - obvykle pomoci ESI-MS/MS
nebo MALDI-PSD-MS piimo z tabulky pikd nebo spektra

* Potfebna délka ¢asti sekvence cca. 8-10 aminokyselin
+ Cim del$i sekvence je znama, tim presnéjsi je identifikace proteinu
« Znama Cast sekvence je hledana v proteinovych databazich

« Dalsi informace o proteinu: druh organismu, m (2D GE), pl atd.
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Nedostatky PMF
« Vyzaduije izolaci Cistého proteinu, max. 2-3 proteiny pred enz. Stépenim

« Vyzaduje spravnost stanoveni m/z < 100 ppm, mnohem Iépe <10 ppm

databazi

« Nepfitomnost o&ekavanych peptidl v digestu obvykle mensi problém nez
pfitomnost nadbyte¢nych peptidu

« Zpravidla 4-5 peptidu dostacujicich k ziskani spolehlivého vysledku
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Strategie MALDI MS a LC - ESI MS

peptidové mapovani

- -,MI _.._'J >~ i

‘ "}N b g

MS/MS: MS-tag
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PMF: teorie vs. praxe

Nadbytecné piky

« neselektivni $tépeni (napf. chymotrypticka aktivita trypsinu)
« necistoty (napf. keratiny)

« nedostate¢na separace (dal$i proteiny ve skvrné)

« autolyza enzymu

« post-transla¢ni modifikace (PTM), artefakty

Chybéjici piky

+ Spatné rozpustné peptidy

« adsorpce peptidi

* vzajemné ruseni peptidu

« neselektivni roz&tépeni peptidu

« nedostate¢né Stépeni proteinu (sterické zabrany)
* PTM, artefakty
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Schema 2D LC/MS/MS

SCX Column

RP Column
\

Electrospray lon Trap MSn
Zdroj: ThermoFinnigan 2002 384
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Experimentalni sestava 2D LC/MS/MS

TaWaste

1D: Chromatografie na ionexu
2D: RHPLC (2 HPLC kolony ... vy$s§i
produktivita)

Ta Viaste Zdroj: ThermoFinnigan 2002
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Vysledky 2D LC/MS/MS experimentu

T:0.00 - 600.00

100 . ) NL:

w j I 30 min gradient 2.28E9
o

100 NL:

s § i 60 min 2 65E9
o

100 NL:

@ § 120 min 2 28E9

100 240 mi NL:
min

%j i L i 149E9

. ol she it

100 480 min NL

mg‘* | 4.60E8
" i bbbl

] LA

0 0 50 2

E 100 1 00 250 300 as0 400 450 500 550 600
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Experimentalni sestava 2D LC/MS/MS
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LC-ESI MS a MS/MS:

Dynamicka analyza LC-ES| MS/MS (data-dependent analysis):
» Jeden MS sken nasledovany nékolika MS/MS skeny hlavnich prekursort

» V pfipadé slozitéj$ich spekter i nasledujici MS?3 skeny (napf. pro detekci
fosforylaci)
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Rizeni 2D LC/MS/MS experimentu

il

Gradient et o b

Profile e w ) —
T || Swaeens] sunmers e o ssnpe unp| Logens s

Salt Steps = ‘ 4

7 s e T
S 2858 | imuinar | iy s [~ Zornere | mnamyoes | MEE SOR S ENE mom
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Accurate mass tag (AMT)

Identifikace proteinu na zakladé znalosti spravné hmotnosti jednoho
fragmentu po enzymatickém Stepeni

Spravné stanoveni hmotnosti proteinu (typicky jednoho peptidového
fragmentu z enz. §tépeni) — stanoveni m pomoci FT ICR MS

atom 1H 12¢ 14N 160 325
m[Da] |1.007825 | 12.000000 | 14.003074 | 15.994915 | 31.972071

Typicky pocet aminokyselin v fetézci peptidu ~ 10. Pfesna hmotnost
aminokyselin — napf. my,,,,(G)=57.02146, M ,,,,(A)=71.03711 atd.

P¥i spravnosti stanoveni m/z < 1 ppm je vysoka pravdépodobnost, ze
dané hmotnosti peptidu odpovida jediné slozeni aminokyselin — viz.
nasledujici obr.
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MS smési v§ech moznych 10-mert peptidd pfi riznych hodnotach R (a
spravnosti stanoveni m/z): 103 (1000 ppm) (A), 104 (100 ppm) (B), 105
(10 ppm) (C), and 107 (0.1 ppm) (D).

Zdroj: T. P. Conrads, G. A. Anderson, T. D. Veenstra, L. Pa$a-Toli¢ and
R. D. Smith Anal Chem. 2000, 72, 3349-3354

Dalsi strategie pro analyzu proteomu

Nejsou pokusem o kompletni analyzu proteomu

Spoléhaji na kolonové separaéni techniky (misto 2D GE)

Zahrnuiji zjednodus$eni vychozi smési — vybér proteini/peptidu, které
obsahuji napt. cystein (ICAT), fosforylovanou aminokyselinu (IMAC) aj.

Pripadné ztraty dané nekompletnosti analyzy nejsou dramatické a jsou
vyvazeny relativnim zjednodu$enim smési a krat§i dobou analyzy

Dal$i pfidavné prvky, napf. pouziti izotopovych znacek, umoznuji ziskat
informaci o kvantité analytu
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Mass Measurement Accuracy (ppm)

Figure 2. Number of 10-mer polypeptides at mass 1178.4 Da that
can be distinguished as a function of mass measurement accuracy.
As mass measurement accuracy improves beyond 100 ppm (~0.1
Da) the number of distinguishable polypeptides increases significantly.
Zdroj: T. P. Conrads, G. A. Anderson, T. D. Veenstra, L. Pasa-Toli¢ and R. D.
Smith Anal Chem. 2000, 72, 3349-3354
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Vyuziti izotopd v hmotnostni spektrometrii

Znaceni nestabilnim izotopem
+ pouziti v radiochemii

Znaceni stabilnim izotopem

* bézné v hmotnostni spektrometrii

Zakladni pristupy

- pouziti izotopové znacenych vnitfnich standardt

- zabudovani izotopové znacenych latek do organismu
(vhodné pro dif. proteomiku niz§ich organismu)

- derivatizace analytu izotopové zna¢enym reagentem
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s~ . Aplikaces protefhy a:pepﬂ _y!‘zotopové z(n‘aéenl.
T

Stanoveni s‘ekvénce. POst4

nslaéniymodifikace

Nékteré zkratky v proteomice

GIST Global Internal Standard Technology (3H, 13C, 15N)
ICAT Isotope-Coded Affinity Tags (cystein)
PhIAT Phosphoprotein Istope-coded Afinity Tag (fosforylované peptidy)
IMAC lon Metal Afinity Chromatography
(afinitni zachyt fosfopeptidl)
AQUA Absolute QUAntification

(pomoci uméle syntetizovanych izotopicky znac¢enych peptidl
jako internich standardt)
SILAC Stable Isotope Labeling with Amino acids in Cell culture
(rGst kultrury v normalnim a obohaceném médiu)
MUDPIT Multidimensional Protein Identification Technology
(SCX — RHPLC — MS/MS)
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Analyza ICAT (isotope-coded affinity tags)

ICAT ... isotope-coded affinity tags (R. Aerbersold)

rozdily v expresi proteinii stanovenim relativnich intenzit peptidd
ICAT reagents

Heavy reagent: d8-ICAT (X = deuterium)
Light reagent: dO-ICAT (X = hydrogen)

n I -
Thiol-specific

X
Biotin Linker (heavy or light) reactive group

. Frakcionace proteinu

. Enzymatické $tépeni celého vzorku
. |zotopové znaceni (ICAT)

. Smichani a MS analyza

B WN P
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Charakteristika ICAT
Vyhody
+ Vhodna pro rtzné vzorky proteind (t€lesné tekutiny, buriky, tkané,
kultury)
+ Znacéné zjednoduSeni smési
+ Kompatibilita s dal§imi metodami vhodnymi pro analyzu minoritnich
proteint

Nevyhody

- Relativné velka znacka (~500 Da)
- Nevhodnost pro proteiny bez cysteinu (napf. 8% u kvasinek)
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Analyza ICAT

Healthy
SampleProtein
Mixture 100 MS
Heavy
Quantitation v

ﬁ =

ICAT ’@ - e L e L)
Reagent- = — O 4 550 560 570 580
s g =
cysteines .ﬁi Nz EACDPLR-COOH

ﬂ Affinity
Digest separation MS/MS

Diseased
Sample Protein [ ? U
Misture Identification WaRo gho 8w

Quantitation and
Credit: Dr. Ruedi Aebersold protein identification

Institute for Systems Biology, Seattle, WA
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Stanoveni sekvence proteinu/peptidu

Klasicka analyza
- Edmanovo odbouravani
- Ur€eni koncovych skupin (N, C)

Nedostatky: doba analyzy, relativné nizka citlivost

Soucasna strategie: kombinace vice metod
- preparativni separace
- enzymatické $tépeni
-MS
- MS/MS, ISF, PSD
- MSn
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Analyza ICAT

Pozn.
« Proteiny Ize oznacit pfed enzymatickym Stépenim (zaména kroku 2 a 3)

Nedostatky ICAT prvni generace

* Rozdil m izotopovych znacek roven 8 = obcas interference v MS/MS
spektrech

* Nepatrné odliSna retence analytu oznackovanych lehkou a téZkou formou
znacky. Dusledek: pomér lehké a tézké formy nelze zjistit z poméru
iontovych intenzit béhem HPLC MS/MS; je tfeba integrovat cely LC pik

ICAT druhé generace

» Pouziti 9 atom( 13C ve spojovacim fetézci (misto 8 atomt D)
« Stejny eluéni ¢as lehké i tézké formy v HPLC
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Stanoveni sekvence peptidu MS

Kombinace chemického Stépeni a MS
1. Tvorba smési peptidovych fragmentu lisicich se o jednu
aminokyselinu chemickou cestou:
a) fenyl izothiokyanat + A;A,A;.. — fenylizothiohydantoinAA,.. + Ay
fenyl izothiokyanat + A,A;.. — fenylizothiohydantoinA,.. + A,
atd.
fenylizokyanat v malém mnozstvi jako terminacni Cinidlo tvofi malou
frakci fenylkarbamatu od kazdého peptidu

b) alternativni strategie je zaloZena na pouziti karboxypeptidazy po
rizné dlouhou dobu nebo v riznych mnozstvich = vznik nékolika
smési peptidi

2. MALDI MS smési fragmentt peptida.
< aminokyselina je uréena ze vzdalenosti sousednich piku, sekvence

aminokyselin z pofadi pikt
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Patterson, D. H., Tarr, G. E., Regnier, F. E. and Martin, S. A., Anal. Chem.1995, 67, 3971.
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Schéma fragmentace peptidu a znaceni fragmentu.

s

Roepstorff & Fohlman, Biomed. MS 1984, 11, 601.
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Stanoveni sekvence peptidu MS/MS

CID
« nizkoenergeticka CID je v sou€. nejrozsifenéjsi metoda fragmentace
« IT, TQ, QTOF

ISD
« vyzaduje izolaci Cisté latky
* MALDI TOF

PSD
« horsi kvalita spekter nez z CID, ¢asto nutno spojovat spektrum z vice ¢asti
* MALDI TOF

Pozn.

« vysokoenergeticka CID, SID, fotodisociace, disociace po narazu elektronu
nejsou pouzivany rutinné

« Leullle ... izomery, GIn/Lys ... izobary
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Fragmenty peptidi

RI O R2 R3 O
HQN—C—%—N+=Cli o=c—n—b_d_ N (E COCH
H o b
a x2
Rl O R3O R4
HN— é L N— é c=o’ H3N+—(£—g—N—(IJ—COOH
Lol [ [
b, ¥
R1 O Rz O R3O R4

I [ + (|:+(|% 'T‘ (:: COOH

H HoH H HoOH
<, Z;
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Fragmentace peptid

Fragmentace 1 nebo 2 vazeb peptidového retézce
- fragmenty obsahujici N terminal (a, b, c)
- fragmenty obsahujici C terminal (x, y, z)
- tyto ionty mohou vzniknout i fragmentaci 2 vazeb fetézce
- ztrata NH3, H,0O, CO,

Fragmentace bocniho fetézce (zbytku aminokyseliny)
- obvykle ztrata ¢asti bocniho fetézce aminokyseliny

- fragmetny typu d, w, v

Vnitini fragmenty
- neobsahuji N ani C terminal ... mensi analyticky vyznam

Immoniové ionty
- uzite€na informace o aminokyselinach; m(IM)= m(AKres) - 27
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Schéma fragmentace peptidu a znaceni fragment.
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Dalsi fragmenty peptidu

%HR' C”) ?4
(|3—C—f\|l—(|3—COOH

H H H
W

U He oy
R1 O CHR' i) $4 '
L I
HZN—(lj—C—I\‘I—(lj HN=(|:—C—N—C—COOH
H H H H H H
d Vo
TR
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CID fragmentace

Typy iontt v CID
1. série pikl iontu b ay
2. doprovodné piky
—17, ztrdta NH; z GlIn, Lys, Arg
—18, ztrata H,0 ze Ser, Thr, Asp, Glu
a (tj. b — 28), satelitni série fragmentu typu b (ztrata CO)
3. immoniové ionty aminokyselin.
4. interni fragmenty — zejm. od Pro ve sméru C konce

Vybér prekurzoru v CID MS/MS:

z=2: [M+2H]?*
lont s dvéma naboji poskytuje CID spektra vyssi kvality nez pfiz=1a3
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aminokyselina m (mono) ' m (immonium) m (doprovodné ionty)

A 7108712 44 m ... reziduum
R 15610112 129 59,70,73,87,100,112
N 114.04293 87 70
D 115.02695 88 70
c 103.00919 76
E 129.04260 102
Q 12805858| 101 56.84,120
G 57.02147 30
H 137.05891 110 82,121,123,138,166
I 113.08407 86 4472
L 113.08407 86 44,72
K 128.09497 101 70,84,112,129
M 13104049 104 61
F 14706842 120 91
P 97.05277 70
s 87.03203 60
T 10104768 74
w 186.07932 159 77,117,130,132,170,171
v 16306333 136 91,107
v 99.06842 72 415560
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ISD fragmenty
Pravidla fragmentace ... dle relativni pevnosti vazeb.
Typické produkty fragmentace peptida:

c,y,zZ

N GO , H*
g X 20N L1

Ll TE ] ]

CH-| C-[NH{ CH-|C- |NH-| CH - COOH
a b a3 b3
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Vypocet molekulové hmotnosti peptidu/proteinu

Suma hmotnosti rezidui aminokyselin

+

Hmotnost koncovych skupin:
obvykle 1 Da (H) pro N konec (-NH,)
a 17 Da (OH) pro C konec (-COOH)

+

Hmotnost protonu 1 Da — iont vétSinou ve formé [M+H]*
(ale i 23 Da pro adukt [M+Na]* atd.)
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SYDYM EGGDI RVRRL FCRTQ WYLRI DKRGK VKGTQ EMKNN YNIME IRTVA VGIVA IKGVE
apop-| SEFYL AMNKE GHKLYA KKECN EDCNF -oreeeeenemee

L %Wﬂ“.‘m il

2000

i .u‘al«.\.'i_u'.‘v. ,n")_gf_{"v

ISD. Analyt: 20 pmol KGF analogu. Matrice: kyselina sinapova. Laser: N,.
(V. Katta, D. T. Chow, M. F. Rohde Anal. Chem., 70, 4410 -4416, 1998.)
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(http://medweb.uni-muenster.definstitute/impb/research/hillenkamp/publicat/abs-cm99.html)
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PSD, zdroj: B. Spengler J. Mass Spectrom. 32, 1019-1036, 1997
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PSD fragmenty
Typické produkty fragmentace peptidu: a, b, y, z, d.
Doprovodné piky —17 (ztrata NH;) a —18 (ztrata H,O).
Immoniové ionty aminokyselin.

Interni ionty — zejm. od Pro ve sméru C konce

(B. Spengler J. Mass Spectrom. 32, 1019-1036, 1997)
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1 fmol, AnchorChip

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
imiz)

PSD bombesinu, zdroj: Bruker Daltonics, GmbH 2000
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immoniové ionty aminokyselin: H =0
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DalSi typy disociace

Electron capture dissociation, ECD

Zubarev, R. A ; Kelleher, N. L.; McLafferty, F. W. Electron Capture
Dissociation of Multiply Charged Protein Cations - a Nonergodic Process
J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 3265-3266.

McLafferty, F. W.; Turecek, F. Interpretation of Mass Spectra; Fourth ed.;
University Science Books: Mill Valley, CA, 1993.

Poskytuje odlisné, ¢asto komplementarni fragmenty ve srovnani s CID a
PSD
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Vyhodnoceni MS/MS spekter peptida

Manualni a semiautomaticka dedukce sekvence

« lokalizace iontovych sérii typu b a y (doprovodna série a)

« identifikace immoniovych iontt

« identifikace vnitfnich fragmentt

« interpretace komplikovana vyskytem dal$ich fragmentu

* ne kazdy peptid po $té€peni trypsinem ma ma R a K na C-konci (nespecif.)
... stanoveni sekvence neznamého peptidu z CID je ¢asto nemozné

Automatické stanoveni sekvence

* MS/MS spektrum neznamého peptidu porovnano s databazi pocitatem
vygenerovanych spekter vS§ech moznych peptidl, které maji hmotnost
prekurzoru

« algoritmus Sequest (J. R. Yates Il et. al., 1994)
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Sekvenovani proteinu

Cas:
to

PF.: vyuZiti razné dlouhé doby
Stépeni se znacenim terminalu.

Zjistani terminalu: prétain }
hydrolyza v H,180 2
(C-terminal nebude oznacen) 2 W OS_S;: A
1 f t,
Sl |
a
. ST ST _’? .
61 t2
|
Pozn.: vyménna reakce vSak —
muze probihat i na C terminalu \?/05/—\/—\) .
. 2 =
O Cr et
fimit i
digost
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Sekvenovani proteinu
Postup

1. Enzymatické Stepeni
tvorba vice druh( digestu, aby vznikly rizné, prekryvajici se $tépy
- rizné dlouha doba $tépeni
- rizné enzymy (trypsin, V8)
- nahodilé $tépeni, “shotgun sequencing”

2. Zjisténi (alesporni ¢asteéné) sekvence Stépl
RPHPLC ESI MS/MS

3. Dedukce sekvence pomoci pocitace
celkova sekvence stanovena z kombinace sekvenci peptidu
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Detekce mutaci

Detekce zamény nebo absence aminokyselin(y) v fetézci proteinu

Postup:

1. Enzymatické $tépeni

2. Analyza spekter
- chybéjici peptidy
- nadbyte¢né peptidy

3. MS/MS analyza neznamych (nadbyte¢nych) peptidl a jejich srovnani s
normalnimi proteiny/peptidy, analyza posunu pik(
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Pomocné metody pfi sekvenovani

Hydrolyza proteinu v H,0
zjisténi terminalu: C-terminal nebude oznacen

Hydrolyza proteinu ve smési H,'0 a H,¢O (1:1)

1. MS: dublety tryptickych §tépl (vyjma fragmentt s C-koncem proteinu)

2. MS/MS: oba dubletové piky peptidu vybrany jako prekurzor pro MS/MS;
pouze $tépy obsahuijici C konec peptidu budou ve formé dubletu ...
prehlednéjsi spektra

Esterifikace (methylace) karboxylovych skupin peptidu

Am = +14 | karboxylovou skupinu (-COOH — -COOCH,)
porovnani spekter puvodniho a methylovaného peptidu
obdobna technika zaloZzena na derivatizaci aminoskupin peptidu

Pozn. 1: vyménna reakce v8ak muze probihat i na C terminalu
Pozn. 2: vznikaji slozitéjsi izotopové paterny s hmotnostmi M (2x160), M+2
(1x1%0,1x 2x80) a M+4 (2x180).
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Post-translaéni modifikace (PTM)

modifikace po prenosu RNA — protein uskute¢néném na ribozomu

nedaji se objasnit na zakladé znalosti genomu

souviseji vyznamné s funkci proteinu

popsano vice nez 200 typli PTM (databaze Delta Mass)

Casto pouze mala ¢ast proteinu modifikovana = citlivost

vyzaduje selektivni izolaci peptidi s modifikovanou aminokyselinou
vazba mezi peptidem a mod. skupinou ¢asto slaba
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Post-translaéni modifikace (PTM)

Bézné PTM:

« fosforylace

« glykosylace

« acylace (acyly mastnych kyselin, acetyl)
« pfipojeni glykosylfosfatidyl inositolu

« produkty proteolyzy

« karboxylace (kyseliny glutamové)

« deamidace asparaginu a glutaminu

Nékteré modifikace mohou byt zna¢né slozité, napt. oligosacharidové
modifikace glykoproteini (mnoho druht cukrii a mnoho mist proteinu, na
ktera se cukry mohou navazovat — O, N). K objasnéni slouzi kombinované
metody pouzivajici MS" a enzymatické Stépeni (N-glykosidaza, O-
glykanaza atd.).
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PF.: ESI MS/MS oligopeptidu s monofosforylovanym serinem

Yis: Yia Y1z Y2 Yu Yo Yo

Yo Y2 ¥ Y5 Yo Y3 Yo N1
PheJr GInJR{ GIUJVGIUJVGIrJVGII‘JVGln ThrJrGluJVAS[{GIUJVLeuJVGanVAS[JLyS
b, by b by by

™ MH,2tH,PO,
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Fosforylace
« reversiblini PTM souvisejici s regulaénimi mechanismy v burice

« monoestericka vazba skupiny kyseliny fosfore¢né k hydroxylu v bo¢nim
fetézci

1. serinu (167 Da) ﬁ
2. threoninu (181 Da) — NH—CH— C—
3. tyrosinu (243 Da) |
R
|
MS/MS identifikace fosforylace C‘)
1. Ztrata H;PO, (neutral loss scan: 98 Da) HO —P—OH
obvykle poskytuje téz iont [M+H-98]* I
2. Detekce iontu PO, (79 Da) v negativnim modu [¢]
skenovani vychozich latek pro m/z (produkt) = 79
Dal$i neg. ionty: H,PO, (97 Da), PO, (63 Da)
3.Posuny piktl fragmentt v MS/MS spektrech
H p ie bi 2010 428

Pi.: ESI MS/MS oligopeptidu s monofosforylovanym serinem
Yis Yia Y1z Y Yu Yo Yo

Yo ¥7 Y% Y5 Ya Y3 Y2 W1
Ph({ GInJ;s{ GILJVG IuJVGIrJVGInJVGIIJVThrJVGIuJVAspJVGIuJVLetJVGInJVASl{Lys
b, by b by by
Zdroje informaci:
1. Molekularni piky MH,2* a (M - H;PO,)H,?*, rozdil Am = 98 (4m/z = 49)

2. b-ionty: Am/z (bs-b,)= 167
3. y-ionty: Am/z (y,4-Y,5)= 167

(kredit: K. R. Jennings)
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Fosforylace

Postup pfi identifikaci:
1. Priprava proteolytické smési peptidi (obsahujici fosfopeptidy)

2. Oddéleni fosfopeptidi napt. HPLC, CE, afinitni chromatografii, napf.
Immobilized Metal Affinity Chromatography (IMAC), viz. Porath, J. Protein
Expression Purif. 1992, 3, 263.

3. MS/MS analyza fosfopeptidu

Relativné stabilni monoestericka vazba
= posun pikil v MS/MS spektrech (4m = + 80 Da)

aminokyselina M (zbytek) M (monoester H;PO,)

serin 87 167

threonin 107 187

tyrosin 163 243
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Analyza
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Analyza disulfidovych mustku
cystein (-SH) — cystin (-S-S-), intra- a inter- molekularni mustky

Pocet cysteinii — pomoci alkylace cysteinu

« napf. alkylace jednoho cysteinu vinylpyridinem zvysi hmotnost proteinu o
105 Da = pocet cysteinG = 4m/105

Lokalizace cysteint v proteinovém fetézci

Enzymatické Stépeni a rozdéleni digestu na 2 alikvoty:

1. alikvot ... MS analyza

2. alikvot ... redukce -S-S- (napt. dithioerythritolem) a nasledna MS analyza

Porovnani 2. spektra s 1. spektrem:

1. Am =2 Da = peptid s intramolekularni -S-S- vazbou

2. prvni pik zmizi, dva dal$i s niz§i m/z se objevi = intermolekularni
mustek mezi 2 peptidy

Znalost sekvence aminokyselin (MS-MS) umozni pfesnou lokalizaci -S-S-
mustkd v proteinovém fetézci.
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Priklady: nanosprej MS
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Vliv S-S mustku pfi ESI-MS nonreduced | 107 "A

Struktury lysozymu (B-sheet a a—helix)
stabilizovany 4 S-S mustky

Redukce 1,4-dithiothreitolem (DTT)
odstrani S-S mustky

[} e
7 reduced B
,Unfolded" protein s vice obnazenymi
bazickymi rezidui aminokyselin
U
Vyssi pocet naboju iontu 10*

600 900 1200 1500 1800

Nekovalentni interakce

* Interakce s nizkomolekularnimi ligandy (+ionty kovu), jinymi proteiny,
oligomery atd.

+ Neni vzdy jasny vztah mezi vyskytem komplexu v (g) a (I)
» Komplexy disociuji béhem ionizace a MS analyzy

P¥.
1. Komplexy hovéziho hemoglobinu se stabilizuji ve formé tetrameru

vazbami (cross-linking) s glutaraldehydem (pfemosténi mezi lysylovymi
rezidui). Poté MALDI MS (viz obr. dale)

2.ESI pro komplexy proteinu s ligandy (napf. metaloproteiny s léky) diky
Setrné ionizaci, ktera sotva staci k odstranéni vody. Obtiznéjsi je vyzkum
interakce mezi 2 proteiny — pouziti mékkych extrakénich podminek,
pfihodnych podminek pro tvorbu komplexu v roztoku
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T T T T T 3
A 9 pHes||D 18 pH29
12"
B 10° pras|[E 29 pH25
14°
13"
c 16° 800 1200 1600 2000 2400
. pH3.3 miz
Obnazeni bazickych
rezidui aminokyselin a
Lunfolding*
— apomyoglobinu
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Bovine Hemoglobin
Without Glutaraldehyde

15950

Bovine Hemoglobir
o With Glutaraldehyde
17296 | 68810

Tetramer
znamy z roztoku

U S
50000 100000

m/z HK

73



Védecké databaze na internetu

Uvedené databaze jsou pouze pfiklady, ne piny vycet.

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
database Medline: www.ncbi.nlm.nih.gov

Scirus: www.scirus.com

ScienceDirect: www.sciencedirect.com

Databaze pro organickou chemii

NIST Chemistry WebBook (NIST)

Spectra Online (ThermoGalactic)

Spectral Data Base System, SDBS (NI AIST)
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Dals$i pomtcky na internetu
Pomucky
MS-Comp — navrh moznych kombinaci aminokyselin, tabulka hmot
dipeptidd
MS BLAST 2 — kratké sekvence (6 aminokyselin)
BLAST a FASTA — proteinové homology

GlycoSuite DB, GlycoSciences - analyza sacharidu

Dalsi programy
Kalkulatory hmotnosti (GPMaw, SHERPA, PAWS, MW Calculator)

aj.
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Védecké databaze na internetu

Internetové zdroje pro identifikaci proteini pomoci MS metod

Eidgenossische Technische Hochschule (MassSearch)
www.cbrg.inf.ethz.ch

European Molecular Biology Laboratory (PeptideSearch)
www.mann.emblheidelberg.de

Swiss Institute of Bioinformatics (ExPASy) www.expasy.ch/tools
Matrix Science (Mascot) www.matrixscience.com

Rockefeller University (PepFrag, ProFound) prowl.rockefeller.edu
Human Genome Research Center (MOWSE) www.segnet.dl.ac.uk
University of California (MS-Tag, MS-Fit, MS-Seq) prospector.ucsf.edu
Institute for Systems Biology (COMET) www.systemsbiology.org
University of Washington (SEQUEST)
thompson.mbt.washington.edu/sequest
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MS nukleovych kyselin a oligonukleotidu

« lonizace: obvykle vy$s§i vytéZzek negativnich iontl. Analyza typicky
v negativhim maédu.

* loniza¢ni technika: MALDI (obvykle IR MALDI)

* Méné uspésna nez v piipadé proteinli a peptidu

« Vy$§§i stupen fragmentace a vice aduktd

» Dukladné odsoleni ... prevence tvorby ¢etnych aduktt se sodikem.

* MALDI tézkych DNA (>100 kDa): linearni pristroj, IR laser, pulsni extrakce
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Védecké databaze na internetu

Dalsi odkazy:

UMIST (pepMAPPER) wolf.bms.umist.ac.uk/mapper

European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg (PeptideSearch)
www.narrador.embl-heidelberg.de

Scripps, ThermoFinnigan (Sequest) fields.scripps.edu/sequest/

Proteometrics (MS/MS Sonar) www.proteometrics.com

Proteinové (peptidové) databaze

Genpept — NCBI GenBank

NBRF - National Biomedical Research Foundation
Swissprot - Swiss Institute of Bioinformatics

Owl - Leeds Molecular Biology Database Group

Delta Mass - databaze posttransla¢nich modifikaci proteint
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MALDI MS nuklevych kyselin a oligonukleotida

Typické matrice
3-hydroxypikolinova kyselina
2'4',6'-trihydroxyacetofenon
pikolinovéa kyselina

Typické aplikace
« charakterizace syntetickych a biologickych oligonukleotidu (stanoveni m)
+ analyza produktt PCR, analyza mutaci (zdména bazi)
» DNA sekvenovani
- Sangerovo sekvenovani (klasicka metoda)
- Sekvenovani pomoci exonukleazy
- Fragmentace (v plynné fazi)
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MS nuklevych kyselin a oligonukleotidd

* MALDI MS spektra velmi tézkych NA (>2 tisice nukleotid(r)
« spravnost ur¢eni m < 1% ... nejlepsi ze sou¢asnych metod

« vyborna citlivost metody: < 1 fmol

Berkenkamp, S; Kirpekar, F; Hillenkamp, F Science 1998, 281, 260-262.
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Fragmentace oligonukleotidli v plynné fazi

Schéma fragmentace oligonukleotidd v plynné fazi a znaceni fragmentd
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IR MALDI MS ribonukleové kyseliny
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Analyza sacharidu

» Meékké ionizaéni metody: MALDI, ESI. MS" pro stanoveni sekvence a
struktury

» Pouziti enzymu k ¢asteénému $tépeni sacharidii pred MS analyzou

+ Bézné monosacharidy: glukéza, mandza, galaktéza, fukéza, N-
acetylglukosamin, N-acetylgalaktosamin a N-acetylneuraminova kyselina
(sialic acid).

+ Stanoveni UpIné struktury oligosacharidu je obtiznéj$i nez u proteinti a
nukleovych kyselin
- dlsledek izomerické povahy stavebnich kamenu a jejich mozného
vétveni.
- k objasnéni struktury nestaci jen znalost stavebnich jednotek a jejich
poradi, ale téZ zpusob vétveni, poloha vétve a opticka konfigurace
kazdé glykosidické vazby
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Sekvenovani NA pomoci exonukleazy a MALDI MS
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Figure 4. DE MALDI mass spectrum of a crude synthetic DNA 31-
mer (M, = 9486.2 calculated). Mass measurements on the failure
preducts define the sequence up the 3’ trinucleotide (see Table 1).
Asterisks indicate +80-Da satellite peaks: instrument, 1.3 m linear;
matrix, 3-HPA.

Zdroj: Juhasz, P.; Roskey, M. T.; Smirnov, I. P.; Haff, L. A.; Vestal, M. L.;

Martin, S. A.; Anal. Chem. ; 1996; 68(6); 941-946
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Nomenklatura MS/MS oligosacharidt

» Nomenklatura MS fragmenty s nabojem na neredukuijici strané: A, B a C;
fragmenty s nabojem na redukujici strané X, Y a Z podle toho zda $tépi
hruh nebo glykosidickou vazbu.

» Spodni index u fragmentt B, C, Y a Z iontli udava pocet rozstépenych
glycosidickych vazeb, horni levy index u fragmentt A a X udava vazby,
které byly roz&tépeny. Spodni indexy a, b atd. udavaji $tépenou vétev u
vétvenych sacharidu.

» Fragmenty B, C, Y a Z spolu s rozdilem hmotnosti Ize pouzit k uréeni
sekvence a vétveni.

» MS umoznuje uréeni optické izomerie glykosidické vazby. Metoda je
zaloZena na selektivni oxidaci CrO; 3-anomeru derivatizovanych hexéz
za vziku ketoesteru.
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MS" oligosacharida
a) MS? of 1497.8, [M+Na]* >

R

e

: B B s B
lon fragments produced upc;n (@) MS 2, (b) MS 3 and (c) MS 4 of
permethylated maltoheptaose.

e B,

Glep1—4GIcp1—4GIcH1—4GIcp—4GIch 1——4GIcp1—4GIc

Maltoheptaose

Zdroj: Weiskopf, A. S.; Vouros, P. and Harvey, D. J. Rapid.
Commun. Mass Spectrom. 1997, 11, 1493-1504.
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MS" oligosacharidu

Manc1——6Mana1

GlcNAcB1—4Manf1—4GIcNACp1—4GIcNAC
3
Galp1—4GIcNAcp1 \4 /
2Mancd
GleNAcp1””

Oligosaccharide “NgH;-I": HexNAc;Hex;
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MS" oligosacharidu
b) MS? of 1279.6, [M+Na]* > Y5 >

) MS* of 1075.5, [M+Na]* > Yg > Y5 >

Yo

CHOR
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MS" oligosacharida

HexNAc;Hexs-1
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Relative Abundance

Yy h)
- 8715
8
Z 80
fw oy,
2 4906 vog, Y
2 w0 v, gi53 6675 o,
R asdav,pon, ol -ocH,
wse sps | 101 | ) | Iosd
N WIELI w
500 900 1000 1100
mz
Figure 3. (a) MS® of permethylated maltoheptaose, m/z 14978 — 1279.6 —. (b) MS' of permethylated
maltoheptaose, mvz 1497.8 = 12796 = 1075.5 =,
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MS" oligosacharidt
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Lipidy

Mastné kyseliny, acylglyceroly, derivaty cholesterolu, fosfolipidy a
glykolipidy

FAB, DCI (desorpéni chemicka ionizace) MALDI
Negativni méd ([M-H]  ionty)
Fragmentace

fosfolipidovy anion
fragmenty sacharidd
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Analyza syntetickych polymert
MALDI TOFMS
vysokd M., jednoduchd spektra, pocet naboji z = 1
alternativa GPC
Analyza
Stavebni jednotka (monomer)
Koncové skupiny
Absolutni molekulova hmotnost
Polydisperzita (stfedni m, rozptyl m)
Komplikace
Tvorba aduktu s Na*, K*
Hmotnostni diskriminace ... ioniza¢ni i detekéni G¢innosti = f(m)
Spravna transformace z ¢asové do hmotnostni domény
Priklad: Carman Jr, H.; Kilgore, D.; Eastman Chemical Company, USA,
ASMS 1998
; p i€ bi 2010 458
©o
<
o
I
1]
o
A
pulses 351-400 :r'
o
o
o
N
pulses 551-600 ]
£
=
o
pulses 751-800 o
©
@
pulses 951-1000 ui
©
2
w
pulses 1151-1200 =
)
5000 7000 9000 TI000 N
Mass/ Charge
MALDI-TOF spectra of fractions from SEC separation of PMMA 10 900, on-line SEC~MALDI-TOF analysis, matrix: dithranol, LiCl.
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Dalsi témata

(pro zajemce; ne ke zkouskam)
Fragmentace — chemie reakci v plynném skupenstvi
|zotopové ziedéni/obohaceni, kvantifikace v MS

Preparativni MS, historie: pfiprava 235U
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12 Otazky & konzultace

V. Otazky & konzultace

Jan Preisler
Ustav chemie, Komenského nam. 2, kancelar €. 148
tel.: 54949 6629, preisler@chemi.muni.cz

Aktualizovany studijni material ke stazeni ve
http://bart.chemi.muni.cz/courses/

Dal$i konzultace v mé kancelafi.

Terminy zkousek
Prosinec?
Leden.

Unor?
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Otazky

i

. Srovnejte MALDI a ESI (vyhody vs. nevyhody).
2. Co muzete fici o 2 riznych spektrech téhoz peptidu? (Pocatek osy m/z
nezac¢ina v nule, méfitka os jsou rtizna.)

S S

m/z m/z

3. Pro 2 sousedni piky téZe latky v ESI-hmotnostnim spektru byly zméreny
tyto hodnoty: (m/z),= 1000.3 a (m/z), = 1500.1. Urcete nominaini m
analytu.

4. Doba letu iontu C,HgO,N* v TOFMS je 14.8 ps. Jaka je hmotnost iontu,
ktery dorazil k detektoru za 8.94 ps? O jaky iont muze jit?

5. Jaké veli¢iny maji vliv na rozliSeni v TOFMS? Pozitivni nebo negativni
vliv?

6. Porovnejte pocty iontu, které mohou byt detegovany béhem zaznamu
jednoho spektra v FT-ICR-MS a v kvadrupélovém filtru?
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19.

20.

21.

22.

23.

24,
25.
26.

Otazky

Na grafu poctu peptidd vs. spravnost méfeni m/z (metoda AMT, obr.
301) vysvétlete pritomnost plata mezi 200 a 700 ppm.

Srovnejte vyhody a nevyhody 2DGE a kolonovych separacénich technik
V proetomice.

Které parametry hmotnostniho spektra se mohou zlepsit, budeme-li
zaznamenavat signal z a) FT ICR MS, b) TOF MS, c) IT déle?

Pro¢ je v hmotnostnim spektrometru vakuum?

Co je nejvyznamnéj§im omezenim rozliSeni v MALDI TOF MS?
Vysvétlete princip technik vedoucich k vy$§8imu rozlis§eni MALDI TOF
MS.

Jaky je rozdil mezi jednotkami u, Da a Th?
Jaky je rozdil mezi energetickou a rychlostni disperzi iontt?

Ve které ¢asti TOFMS se tvoii analyticky vyznamné fragmenty béhem
a) MALDI ISD, b) MALDI PSD?
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Otazky

7. Pro¢ je vyhodné pouzit pfi méfeni izotopového poméru daného prvku
pfistroj, ktery stanovuje oba izotopy zaroveri?

8. Lze pouzit kvadrupdlovy filtr ke stanoveni proteinu o hmotnosti 30 000
Da?

9. Jakou ioniza¢ni metodu a jaky hmotnostni spektrometr navrhujete
pouzit k:
a)detekci vybusnin na letisti
b)sekvenovani malych peptidi
c) semikvantitativnimu rychlému stanoveni ~70 prvkl v geologickém

vzorku

d)identifikaci elementarnich nedistot v tenké povrchové vrstviéce vzorku

10. Jaky je ptivod lorentzovského profilu piki v FT-ICR-MS?

11. Jaka je vzajemna orientace ekvipotencialni hladiny U a vektoru intenzity
elektrického pole E?

12. Jaky bude rozdil rychlosti dvou iontd o m =100 a.m.u., z = 2, po¢atecni
rychlosti vy, = 100 m/s a vy, = 200 m/s po urychleni potencialem 1 kV a
10 kv?
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Otazky

[N

3. Existuje prakticky limit maximalni m/z TOF MS?
14. Srovnejte mozna uskali stanoveni peptidu a oligomertd DNA pomoci
MS.

15. Mate analyzovat peptidy v polévce. Co nebudete pfidavat do polévky
pfed MS analyzou? Jak polévku upravite a jakou ionizacni techniku
pouzijete?

6. Ktery z detektorli je vhodnéjsi pro iontovou past: MCP, channeltron,

elektronovy nasobi¢, fotografickd deska nebo Faradayuv pohar?

. Jaky je vliv ¢asové disperze (tvorby iontd béhem del$i doby) na

rozliSeni iontové pasti?

18. Jaka je m aminokyseliny A, jejiho rezidua (v peptidovém fetézci) a

jejiho immoniového iontu?

=

[
]
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