Néavod k Uloze z pokroéilych laboratornich cviéeni z analytické chemie: MALDI TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s analyzatorem doby letu a laserovou
desorpci/ionizaci za ué¢asti matrice (MALDI TOF MS)

MALDI TOF MS (z anglického Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry) patri v soucasnosti k nepostradatelnym ndstrojim moderni
analyzy. Do sirokého spektra latek, které lze pomoci MALDI MS studovat a identifikovat,
patii zejména biopolymery (proteiny, peptidy, sacharidy, nukleove kyseliny), ale i synteticke
polymery, farmaceutika a dalsi nizkomolekularni organické i anorganické latky.

Teoreticka Cast

A. Princip MALDI

MALDI je vedle ionizace elektrosprejem ,,m¢kka‘ ioniza¢ni technika, ktera umoziiuje
Setrnou analyzu biomolekul (biopolymert) i syntetickych polymeri, které maji tendenci
k fragmentaci pii pouziti klasickych ioniza¢nich technik.

MALDI je dvoustupniovy proces (Obr. 1): V prvnim kroku je vzorek, slozeny
Z analytu (A) smichaného s nadbytkem matrice (M), ozafovan kratkymi (~ ns) pulsy laseru.
Energie laserového pulsu je absorbovana ptevazné matrici, ¢imz dochazi k jeji rychlé
desorpci. Odpafujici se ¢astice matrice s sebou strhavaji molekuly analytu a ptevadéji je do
plynného skupenstvi. VV druhém kroku protonované specie matrice ionizuji molekuly analytu
pienosem protonu; pro MALDI je typicky vznik tzv. pseudomolekularnich iontd [A+H]" a
diky pfitomnosti matrice 1 velmi nizky stupen fragmentace.
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Obrazek 1: Schéma MALDI

Z mechanismu MALDI plynou i zékladni pozadavky na vhodné matrice:

- silna absorpce pii vinové délce pouzitého laseru, obvykle dusikovy (337 nm) nebo
frekvencné nasobeny Nd:YAG laser (355 nm, 3xf)

- tvorba zadoucich krystali s analytem (nutno stanovit empiricky)

- kysely charakter matrice (i¢inna ionizace pfenosem protonu na analyt)
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Vétsinou se jako matrice pouzivaji malé aromatické Kkyseliny, napf. o-kyano-4-
hydroxyskoficova kyselina (CHCA); 3,5-dimethoxy-4-hydroxy skoficova kyselina (kyselina
sinapov@; SA) aj. (Obr. 2)
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Obr. 2: Bézné pouzivané MALDI matrice:
kyselina sinapova a kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricovd

B. Princip TOF

lonty generované MALDI byvaji obvykle analyzovidny hmotnostnim analyzatorem
doby letu (Time Of Flight, TOF), viz Obr. 3. Jeho princip spoéiva v méfeni Casu, ktery
potiebuje ion k prekonani vzdalenosti mezi iontovym zdrojem a detektorem, tzv. doby letu, t.
Doba letu je funkci mérné hmotnosti iontu, m/z, kterou mizeme piiblizné vypocitat ze vztahu:
m t?
— = 2€U T2
z
kde m je hmotnost, z je pocet naboju, e je elementarni naboj, U je urychlovaci napéti a L je
délka letové zony.
Vyhodami TOF analyzétoru jsou vysoka transmise iont (a tedy i vysoka citlivost),

velmi kratkd doba analyzy (~100 us pro spektrum z jednoho pulsu laseru) a teoreticky
neomezena maximalni hodnota m/z.
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Obrazek 3: Schéma hmotnostniho spektrometru MALDI TOF v reflektorovém reZimu
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V MALDI TOF MS se pro zvySeni rozliSeni vyuziva dvou prvkd, které Kkoriguji
negativni vliv disperze pocateéni kinetické energie (Exin) ionti:

Pouziti tzv. pulzni (zpoZdéné) extrakce spociva v aplikaci extrakéniho napéti az po
uplynuti doby cca 100 — 1000 ns po laserovém pulsu. lonty o dané m/z s vysokou Eyi, Se po
uplynuti této doby budou nachazet dale od nosice vzorku (odpuzovaci elektroda) nez ionty
s nizkou Exi,. Naslednou aplikaci extrakéniho napéti jsou pomalejsi ionty blize nosi¢i vzorku
urychleny vice nez rychlejsi ionty o stejném m/z, v dusledku ¢ehoz dopadnou na detektor
ionty o dané soucasn¢ bez ohledu na jejich Eyin. Nevyhodou zpozdéné extrakce je jeji
funkénost pouze ve vymezeném, piedem zvoleném intervalu m/z.

Druhy zptsob pro zvySeni rozliSeni je pouziti tzv. iontového zrcadla neboli
reflektoru, reflektronu, ktery taktéz slouzi ke kompenzaci riznych Eyj, iontd se stejnou
hodnotou m/z. Iontové zrcadlo je tvofeno soustavou prstencovych elektrod. Na prvni
elektrodu je ptivedeno napéti o stejné polarit¢ jako urychlovaci, ale mirné vyssi, napéti
dalSich elektrod postupné klesa az k nule na posledni elektrodé. V iontovém zrcadle se tak
vytvari elektrické pole, jehoz intenzita piisobi proti pohybu iontl pfilétajicich ze zdroje. lonty
s vy$si hodnotou Eyj, proniknou hloubgji do elektrického pole reflektoru, ¢imz dojde k jejich
zpozdéni oproti iontim s Eyi, energii a tim i k vyrovnani celkové doby stravené v analyzatoru.
Nevyhodou je jisté snizeni iontové transmise a tim i citlivosti.

C. Vybrané aplikace MALDI TOF MS
1. Stanoveni molarni hmotnosti latek

Jak jiz bylo zminéno, produkty MALDI jsou v pozitivnim moédu (kladné extrakéni
napéti) prevazné molekularni, piesn&ji pseudomolekularni [A+H]" ionty analytu, pficemz
naboj iontt je bézné jednotkovy (z = 1). Avsak ve spektrech lze pozorovat téZ vicenasobné
nabité ionty analytu [A+2H]**, [A+3H]*" ,dimer* analytu [2A+H], adukty analytu s
alkalickymi kovy a/nebo matrici [A+Na]*, [A+K]", [A+MH]", [A+MNa]", fragmenty matrice,
analytu (ztrata funkéni skupiny) a iontové klastry, napt. [Mp+Na]* apod. MALDI se zpravidla
nepouziva pro stanoveni latek s molekulovou hmotnosti pod ~500 Da, protoze v této oblasti
ve spektru rusi intenzivni piky ionti matrice, jejich fragmentti, aduktt a klastrt.

MALDI TOF MS se pouziva pro stanoveni hmotnosti peptidii, proteinti, nukleovych
kyselin a sacharidd. V ptipadé syntetickych polymerd muze MALDI MS byt uzite¢na pro
charakterizaci distribuce a struktury polymeru.

Stanoveni molekulové hmotnosti ovSem neni obvykle dostacujici pro jednoznacnou
identifikaci latky.

2. Peptidové mapovani (Peptide Mass Fingerprinting, PMF)
Pravdépodobné nejrozsahlejsi uplatnéni nachdzi MALDI TOF MS
Vv proteomice pii identifikaci proteinii. Sekvence celé fady proteind jsou
znamy a ulozeny v rozsahlych genovych a proteinovych databazich. Protoze
pouhé stanoveni molekulové hmotnosti proteinu neni dostacujici pro jeho
identifikaci, pouzivaji se k identifikaci dal$i metody zalozené na specifickém
Stépeni proteinu na mensi peptidy. Na zakladé¢ podrobnéjSich informaci o
skupiné¢ peptida (PMF) nebo ztandemové hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) o jednom peptidu lze poté identifikovat ptivodni protein.
Pii peptidovém mapovani je vzorek proteinu nejprve podroben selektivnimu
enzymatickému $tépeni, nejcastéji trypsinem (hydrolyza peptidové vazby za X-K nebo X-R,
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pokud X # P). Smés téchto tryptickych $tépt peptidu (digest) se poté analyzuje metodou
MALDI TOF MS. Hmotnosti peptidi odectené ze spektra se porovnaji s daty obsazenymi
v proteinové databzi pomoci programi umoznujici statistickou analyzu (Protein Prospector,
Mascot, Proteomics, aj.). Vysledkem takového hledani byva seznam proteint, jejichz
Stépenim mohly vzniknout peptidy o naméfenych hmotnostech. Pravdépodobnost identifikace
puvodniho proteinu je ur¢ena nékolika riznymi parametry, jako pomér nalezenych/zadanych
peptidd, tzv. ,.expectation factor”, ¢i procento pokryti sekvence. Podminkou pro uspésnou
identifikaci je vysoka pfesnost stanoveni m/z a nizky pocet ptivodnich proteint (nejlépe pouze
jeden protein) ve vzorku. Pokud se ve vzorku nachédzi smés proteint, je nezbytné pted nebo
po Stépeni pouzit nékterou ze separacnich technik.

Pro proteinové separace se dnes vyuzivaji vyhradné gelova elektroforéza a kapalinova
chromatografie. Vystupem obou je v idealnim piipadé samotny protein, avSak v rozdilném
médiu, které urcuje dalsi postup identifikace s pouzitim enzymatického Stépeni.

D. Extrakce na pevnou fazi (Solid Phase Extraction, SPE) ZipTip™

ZipTip™ (Millipore, MA) jsou polypropylenové Spicky o objemu 10 pl ¢astecné
naplnéné chromatografickym médiem slouzici k purifikaci a/nebo zakoncentrovani peptidu,
proteinti nebo oligonukleotidi pro hmotnostni spektrometrii, kapalinovou chromatografii,
kapilarni elektroforézu, ptip. dalsi analytické metody (Obr. 4). Médium je umisténo na samém
konci $picky, ¢imz je zajistén prakticky nulovy mrtvy objem.

Bézn¢ se setkdvame s dvéma typy média (sorbentl) umisténych do téchto Spicek.
S krat$im fetézcem (C4) a pory cca 30 nm pro pouziti s proteiny, a s del$im fetézcem (C18) a
pory cca 20 nm pro sorpci a eluci peptidu.
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Obrdzek 4: Princip fungovani ZipTip™ Spicek. Detaily pouziti jsou vysvétleny v nasledujici kapitole
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Experimentalni ¢ast

Ukol: ldentifikujte dva neznamé proteiny pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI TOF
MS a peptidového mapovani. Pro purifikaci proteinovych digestt vyuzijte SPE ZipTip™.

A. Priprava roztoku
MALDI matrice

- roztok TA30 (30% acetonitril, 0,1% TFA): smichat 300 ul ACN, 600 ul vody
a 100 ul 1% TFA
- roztoky matrice CHCA:
rozpustit cca 2 mg ve 200 ul TA30, ponechat cca 1 min v ultrazvukové lazni a
nerozpusténé krystaly matrice zcentrifugovat
- roztoky matrice SA:
- roztok 1: rozpustit cca 2 mg ve 200 ul 100% EtOH, ponechat 1 min v ultrazvukové
lazni a nerozpusténé krystaly SA zcentrifugovat
- roztok 2: rozpustit cca 2 mg ve 200 ul TA30, ponechat cca 1 min v ultrazvukové
lazni a nerozpusténé krystaly matrice zcentrifugovat

Odsoleni pomoci ZipTip™

- ZipTip™ Cyg Spicky
- 0,1% TFA: smichat 50 ul 1% TFA se 450 ul vody
- 50% acetonitril (ACN): smichat 200 ul ACN a 200 pul vody

Proteiny — neznamé vzorky

- Roztoky proteini: 0,1 mg.ml™ v 50 mmol.I"* NH;HCO;
- Pfedem pfipravené trypsinové digesty neznamych proteini 0,1 mg.ml'1

Kalibraéni smés peptidi
- Pfedem pfipravend smés peptidii pro kalibraci hmotnostniho spektrometru. Slozeni
smési udava nasledujici tabulka:

. Koncentrace Relativni , m/z (IM+H]")
Peptid (M) molekulova Monoisotopicka Dominantni
hmotnost, M
Bradykinin 1 1059,5610 1060,5692 1060,5692
Angiotensin | 1 1295,6775 1296,6853 1296,6853
Renin 2 1758,9332 1759,9396 1760,9474
ACTH 5 2464,1911 2465,1989 2466,2067
Insulin 10 5733,7 5734,7 — primérna




Kalibra¢ni smés proteini
Pfedem pfipravena smes proteini pro kalibraci hmotnostniho spektrometru. Slozeni
smési udava nasledujici tabulka:
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Proteiny M lont m/z (prameér)
Trypsinogen 23981 [M+H]* 23982 Da
Protein A 44612 [M+H]" 44613 Da
Protein A [M+2H]** 22307 Da
Albumin-hovézi (BSA) 66463 [M+H]* approx. 66,5 kDa
Albumin-hovézi (BSA) [M+2H]* approx. 33,3 kDa

Odsoleni digestii proteinii neznamych vzorku pomoci ZipTip™

1.

Ptipravit 3n alikvott 0,1% TFA o objemu 50 ul, kde n je pocet vzorkt. Pro kazdy
ze vzorkl bude jeden alikvot uréen pro ekvilibraci a 2 alikvoty pro vymyvani.
Ke vzorkim uré¢enym pro odsoleni pomoci ZipTip™ piidat 1 pl 1% TFA

Do prazdné mikrozkumavky napipetovat 5 ul 50% ACN a uzaviit. Tato
mikrozkumavka bude urcena k eluci peptid v kroku 7.
Priprava $pi¢ky ZipTip™:

a. Nasadit Spicku a nasat 10 ul 50% ACN, poté vypustit do odpadu. Zopakovat

jesté jednou.
b.Nasat 10 ul 0,1% TFA Zz nepouzitého alikvotu, poté vypustit do odpadu.
Zopakovat jesté jednou.

Sorpce peptidi na Spicku. Opakované zvolna nasavat a vypoustét (nejméné
desetkrat) digest proteinu pies ZipTip™ Spicku v piislusné mikrozkumavce.
Provadét pomalu a opatrné, bez tvorby vzduchovych bublinek.
Promyti peptidii: Z nového alikvotu 0.1% TFA nasat 10 ul a vypustit do odpadu.
Zopakovat s pouzitim dal$iho alikvotu.
Eluce peptidi ze $pi¢ky. Objem pipety snizit na 5 pl. Do pfedem pfipravené
mikrozkumavky s 50% ACN (z kroku 3) vlozit $picku ZipTip™ a opatrné nasavat
a vypoustét kapalinu. Provadét pomalu, aby rozpoustédlo mélo dostatek casu
dostat se ke staciondrni fazi ve Spicce. Opét se snazit o nevniknuti vzduchovych
bublin do Spicky.
Peptidy piecisténé pomoci SPE ZipTip™ jsou v 5 ul 50% ACN.
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B. Priprava vzorka pro MALDI MS

Do dvou volnych sloupcii na MALDI desti¢ce naneste niZze popsanym postupem
vzorky v nasledujicim poradi (pfesné pozice si zaznamenejte). Kazdy vzorek naneste vzdy
dvakrat na dvé sousedni pozice.

fada analyt matrice
1 H,0 SA (2)
2 H,O0 SA (1+2)
3 kalibracni smés proteint SA (1+2)
4 neznamy protein 1 SA (1+2)
5 neznamy protein 2 SA (1+2)
6 - -
7 H,0 CHCA
8 digest proteinu 1 (neodsoleny) CHCA
9 kalibracni smés peptida CHCA
10 digest proteinu 2 (neodsoleny) CHCA
11 digest proteinu 1 (odsoleny) CHCA
12 kalibracni smés peptidl CHCA
13 digest proteinu 2 (odsoleny) CHCA

Nanaseni vzorki proteinii — metoda ,,double layer*

Do kazdé pozice v fadach 2-5 naneste 0,1 pl roztoku 1 matrice SA (100 % EtOH).
Dojde ke vzniku tenké vrstvy krystalki. Ve vicku mikrozkumavky (200 pl ) smichejte 2 pl
matrice SA (roztok 2) a 2 ul vody/kalibra¢ni smési proteinii/neznamého proteinu. 0,5 pl
tohoto roztoku naneste do danych pozic na pfipravenou tenkou vrstvu. V fadé 1 naneste 0,5 pl
roztoku matrice s vodou ptimo na Cisty tercik (metoda ,,dry droplet®), pozice zaznamenejte.

NanasSeni vzorku peptidii — metoda ,,quick and dirty*

Na MALDI desticku naneste vzdy 0,5 pl vzorku a 0,5 pl roztoku matrice CHCA a
opatrné promichejte Spickou pipety pifimo na desticce.
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C. MALDI TOF MS peptidii a proteinti

Mg¢feni vzorkl je provadéno na hmotnostnim spektrometru MALDI TOF MS Autoflex
Speed (Bruker). Jedna se o hmotnostni spektrometr s 1 kHz Nd:YAG laserem (355 nm).
Mimo vkladani MALDI desticky do pfistroje, je cely systém ovladan pomoci software
FlexControl (Obr. 5). Pro praci s naméfenymi hmotnostnimi spektry je k dispozici software
FlexAnalysis a BioTools.
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Obrazek 5: Zakladni obrazovka software FlexControl

1. Stanoveni molekulové hmotnosti proteini

- Po vlozeni MALDI desti¢ky do pfistroje vyckdme na evakuaci systému (p< 3x10°
mbar)

- Nahrajeme metodu pro méfeni proteinti (Select Method -> slozka vyuka -> metoda
Iinear_proteins.par). Tato metoda ma optimalné prednastavené parametry pro méfeni proteinli o
velikosti 10-100 kDa v linearnim pozitivnim modu, tj. napéti na desti¢ce, extrakéni miiZce, dobu
zpozdéné extrakce, apod.

- Na ter¢iku najedeme na pozici se vzorkem s kalibracni smési proteind.

- Mgfeni zacneme kliknutim na tlac¢itko Start, vysledné spektrum je primérné spektrum
z 1000 akumulovanych spekter.
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Nastaveni optimalni energie laseru

Postupné navysujte energii laseru az do objeveni prvnich piki analytu (tato energie se
nazyva jako prahova energie a mize se liSit pro rizné matrice, rizné druhy analytd i
zpusoby ptipravy vzorku), energii dale navysSujte pfiblizné o 10 — 30% nad prahovou
hodnotu, tuto hodnotu zaznamenejte a pouzijte pro dalsi méteni.

Kalibrace p¥istroje:

Na rozdil od ostatnich metod se v hmotnostni spektrometrii TOF kalibruje pouze osa x, osa y byva casto
normalizovand, tzn. Ze nejvysSimu piku ve spektru je udélena 100% intenzita. Kalibrace se provadi v predem
zvoleném rozmezi m/z, pro které je pripravena piisiusnd kalibracni smés. V pripadé hodnot m/z do 500 Da
Ize vyuzit pikit matrice, od 1000 do 5000 Da se obvykle pouzivd smés peptidii a pro kalibraci rozmezi m/z
nad 6000 Da se vyuziva proteinii, syntetickych latek, polymerii, atd. V tomto rozmezi se totiz ¢asto vyskytuji i
vicendsobné piky, dimery, a jiné piky, které maji spolu s piivodni latkou definovanou hodnotu m/z.

Po naméfeni spektra kalibraéni smési proteint oteviete zalozku Calibration a postupné
ptifazujte jednotlivym piktim jejich spravnou m/z; po pfitazeni posledniho piku potvrd'te
kalibraci tlacitkem Apply. V dal$ich krocich jiz pfistroj pracuje s touto kalibraci.

Spektrum namétené kalibraéni smési ulozte (tlacitko Save as).

Vlastni méieni spekter neznamych proteinii:

Stejnym zptisobem jako kalibra¢ni proteiny zmétte postupné spektra dvou nezndmych
proteint i Cisté matrice. VSechna spektra ulozte.

Otazky:

1)

2)
3)

2.

Porovnejte morfologii krystalii sinapové kyseliny pri pripravé ,,double layer* a ,,dry

droplet“. Pokuste se odhadnout, jaké vyhody prinadsi tenkd vrstva pro analyzu proteinu.
Pokuste se vysvetlit, o pozorujete ve spektru — pocet pikii, jejich tvar a rozliseni.
Spocitejte priblizné latkové mnoZstvi a pocet molekul neznamého proteinu, ktery byl
nanesen na desticku.

Méreni peptidi/ proteinovych digesti

Podobnym zplsobem jako v pfipadé méfeni proteini,, postupujte pifi méfeni

peptidt/digestd  proteind. Vzorky méfte nejdiive v linedrnim  mddu  (metoda:
linear_peptides.par) a nasledné v reflektorovém modu (reflector_peptides.par). V obou
pfipadech pftistroj pfed méfenim digestli nakalibrujte pomoci smési kalibra¢nich peptidi.
Zaznamenejte si chybu kalibrace. Spektra uloZte pro pozdé€jsi databazové hledani. Pti
ukladani spekter zvolte v sekci Processing metodu PMF.FAMS a zaskrtnéte pole Open in
FlexAnalysis.

Otazky:

4)
5)
6)

Vysvétlete izotopovou distribuci pikii. Charakterizujte monoizotopicky pik.
Vysvétlete piivod pikit namerenych ve slepém vzorku.
Uved'te vyhody a nevyhody obou maodii.
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D. Peptidové mapovéani (PMF)

V programu FlexAnalysis zobrazte spektrum digestu neznamého proteinu. Ikonou 3
toto spektrum odeslete do programu BioTools, ktery slouzi k analyze dat. VV tomto programu

kliknéte na ikonu ™', ktera otevie dialog (Obr. 6) pro databazové hledani. Postupné zadejte
vas jméno, email, ndzev databdze (Swissprot), $tépici enzym (trypsin), maximalni pocet
nestépenych mist (partials; 1), variabilni modifikace (oxidace na methioninu), toleranci (50
ppm) a hledani za¢néte tla¢itkem Start.

V novém okné se zobrazi vysledky hledani, které je mozné tlacitkem Get Hits podrobnéji
zobrazit v programu BioTools. Vysledky konzultujte s vedoucim cvi¢eni.

Peptide Mass Fingerprint

URL: | hittp: /v, matrixscience.comdogi/nph-mascat, exe 1 j Setup...
tatrix Science home page
User Mame: | Email: ||
Search Title: |
T axanamy: |A|| entries ﬂ
Database: Plants_ EST | Enzume: |Trypsin j
Prokaryotes EST . _
Fodorts EST Partials <=: 1 -
ertebrates EST b
[~ Show Hidden Modifications
Global Acetyl K] | Wariable mTRAQD:T3IC3NENT] Y] s
Modifications: | Acetyl [M-tarm) Muodifications: | mTRAQ:T3CIENEM[Z] (K]
Acetyl [Protein M-term] mTRA&Q:T3CETBM([2] [M-term)]
Amidated [C-term) mTRAD:T3CETEMNZ] (7]
Armidated [Protein C-term) MIPCAM [C]
Ammania-loss [N-term C) ~ Oxidation [Hw] w
Pratein My »=: kDa
Masz Tl MS: |5U |ppm j
Maszz values: 1+ MH T Mr © M-H + Monoisatopic ¢ Average
Drata file: |
Query Data:  |927.503571 2726.460904 "~
1121507329 843187732
1149505084 7E0.268787
1163663879 1999.411774
1283786317 438146297 v
™ Search unmatched peaks only
Results
Instrument: [+ Overview Fepart top |20 > | hits
™ Decoy r
Fragmentation
{+ i i
Copy Peaklist | Copy Masslist | Save as default | Stkart | E=it |

Obréazek 6: Dialog pro databazové hledani PMF

E. Protokol

V protokolu uved’te sva jména, ndzev ulohy a datum, pticemz za celou skupinu postaci
jeden protokol. Preferovan je protokol v elektronické formé. Dale pfipojte experimentalni
vysledky (reprezentativni spektra a tabulky), odpovédi na otazky a diskusi vysledk.
Srovnejte vysledky ziskané s pouzitim a bez pouziti SPE. Uvedte vSechna data, ktera jsou
nutna pro reprodukovani ulohy. Budeme vdécni za vSechny komentate a navrhy, jak tlohu
vylepsit.
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