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Napln prednasky

1. MALDI
- princip, role matrice

MALDI TOF MS 2. Priletové analyzatory

Zaklady MALDI, TOF a vybrané aplikace 3. Vybrané aplikace MALDI MS
Iva Tomalovad Metody chemického vyzkumu, 10.12.2014
Hmotnostni spektrometrie MALDI

* z anglického Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
(=laserové desorpce a ionizace za ucasti matrice)

* mékka ionizaéni technika pro analyzu biomolekul gty
* velmi nizky stuperi fragmentace @

* jednoducha spektra (typicky: z = 1)

vstup.

lontovy Hmotnostni -
zdroj analyzator

vakuum

PC Hmotnostni spektrum

______‘____
=

* rychla ptiprava a analyza
* nizké detekéni limity (LOD pro peptidy: amol)




Z historie

Franz Karas a Michael Hillenkamp:
* MALDI pro ionizaci analaninu (1985) i vétsich peptidd (1987) v pfitomnosti
tryptofanu jako matrice s 266 nm laserem

Nobelova cena
Koichi Tanaka: za chemii (2002)
« ,ultra fine metal plus liquid matrix method”
* nanocastice kobaltu + glycerol pro ionizaci karboxypeptidasy A
(35 kDa) s 337 nm laserem (1987)

Karas, M.; Bachmann, D.; Hillenkamp, F. (1985). "Influence of the Wavelength in High-Irradiance Ultraviolet Laser Desorption Mass Spectrometry of
Organic Molecules". Analytical Chemistry 57 (14): 2935-9.

Karas, M.; Bachmann, D.; Bahr, U_; Hillenkamp, F. (1987). "Matrix-Assisted Ultraviolet Laser Desorption of Non-Volatile Compounds". International Journal
of Mass Spectrometry and lon Processes 78: 53-68.

Tanaka, K.; Waki, H.; Ido, Y.; Akita, S.; Yoshida, Y.; Yoshida, T.; Matsuo, T. (1988). "Protein and Polymer Analyses up to m/z 100 000 by Laser lonization
Time-of flight Mass y". Rapid C ications in Mass y2(20): 151-3.

MALDI

MALDI = Matrice + Analyt + Laser + Desticka + Instrumentace

Siroky pojem:
- rtzné analyty
- rizné matrice
- odlisné zplsoby pFipravy vzorku

- r0zna instrumentace (AP-MALDI, vakuova MALDI)

Matrice MALDI

V nadbytku nad analytem
* matrice: analyt (malé molekuly) 100:1
* matrice: analyt (proteiny) 10000: 1

LASER |

inkorporace analytu excitace matrice desorpce a ionizace analytu

Matrice MALDI by méla splfiovat nasledujici podminky:
* separovat (fedit) a inkorporovat jednotlivé molekuly analytu (napt. skrze ko-krystalizaci)
* byt rozpustnd v solventech kompatibilnich s analytem
* byt stabilni ve vakuu
* absorbovat pfi vinové délce pouZitého laseru
* mediovat ko-desorpci analytu pfi ozéfenim laserem
* jonizovat analyt

Matrice MALDI

- derivéty kyseliny benzoové, nikotinové,
skoficové,... (aromatické kyseliny)
- nekyselé matrice

| 2,5-DHB
|

apis: ¢id (SA
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Matrice MALDI

Peptidy: 4-hydroxy-a-kyanoskoficova kyselina (HCCA)
4-chloro-a-kyanoskoticova kyselina (CICCA)

Proteiny: sinapova kyselina (SA)
2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB)
2,5-dihydroxyacetofenon (DHAP)

Glykany: DHB, sDHB

Nukl. kys.:  3-hydroxypicolinova kyselina (HPA)
2,4,6-trihydroxyacetofenon (THAP)

Malé mol.:  9-aminoakridin (9AA)

Univerzalni MALDI matrice: HCCA/DHB, 1:1

Nekovalentni komplexy: 6-aza-2-thiothymin (ATT)
DHAP
DHB/NH,

4-chloro-a-kyanoskoficova kyselina

X

- 1. ,racionélné
pro MALDI MS

navrzena matrice

ey

A usie 200
- Substituce na poloze R1 (OH -> Cl): 52 naa |z e
nizsi protonova afinita : o [ s
(841 -> 832 kJ/mol) i3 | lu s | -
- vy citlivost o — T I\ —

- jednotnéjsi odezva riznych analytd
(nizsi efekt suprese analytu analytem):
lepsi pokryti sekvence proteinu pfi

PMF
W (s] G e [ p———) e o
MALDI mass spectra of a tryptic in-solution digest of BSA using
/ OH CI-CCA (A) or CHCA (B) as a matrix. Mass numbers of assigned
BSA peptides are given only for those signals occurring in three
independent mass spectra within + 20 ppm; m/z section 1,100—
1,400 Da; total sample load, 1 fmol.
10
Jaskolla TW, Lehmann WD, and Karas M: 4-Ch id is an advanced, igned MALDI matrix (2008, PNAS 105, 34, 12200-12205

Alternativni “matrice” a aditiva

* Nanomateridly (SALDI)
« Absorbuijici, strukturované povrchy (SALDI, DIOS, ...)

* LDI (bez matrice)

* aditiva:

+ sacharidy, kationiza¢ni Cinidla

Pfiprava vzorku pro MALDI MS

* vysuseni kapky smésného roztoku (dry droplet) VELIKOST,
PR T v . . MORFOLOGIE
* smichdni a vysueni na teriku (quick & dirty) KRYSTALU
 urychleni vysouseni ve vakuu (vacuum drying)
 nejprve vrstva matrice v tékavém solventu (fast evaporation) INKORPORACE
) i ANALYTU
* yrstva matrice, pak vrstva matrice s analytem (overlayer)
* vrstvy: matrice, analyt, matrice (sandwich) )
. SELEKTIVNI
 krystaly rozdrceny, pfevrstveny roztokem vzorku (crushed crystals) EXTRAKCE
* rozpusténi vzorku v kapce acetonu (acetone redeposition)
* nanaseni na rotujici tercik (spin coating)
ELIMINACE
* pomaly rust krystald (slow crystallization) KONTAMINANTU

* nanaseni elektrosprejem (electrospray deposition)
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Pfiprava vzorku pro MALDI

* MALDI MS nespotiebuje velké mnoZstvi vzorku

empiricky pfistup

tenké vrstvy, nizsi koncentrace matrice mohou poskytnout lepsi data:

vyssi rozliseni, nizsi LOD

Neexistuje univerzalni protokol nebo matrice pro viechny analyty

Dry-droplet (suchd kapka) je obvykle nejlepsi startovni bod pro dal$i optimalizace

Zasady pripravy vzorku

« Cista matrice

Cerstvy roztok matrice

Vhodna volba solventu (ACN, EtOH, MetOH, aceton, voda)
Analyt musi byt rozpustény

Matrice musi byt rozpusténd (nasyceny roztok centrifugovat!)

Cisty tercik

Purifikace analytu pfed MALDI analyzou

Neznamy analyt — pfiprava série roztokl o riiznych koncentracich

Nanesené vzorky jsou obvykle stabilni (skladovani terciki se vzorky, ne ve vakuu!)

iy
Prevzato (a upraveno) z: www.bart.chemi.muni.cz

Lasery

 pulsni lasery
* 1puls=1spektrum
* typicky pramérovani nékolika set aZ tisic spekter

* Klicovy parameter pro MALDI MS méfeni: zafiva expozice (laser fluence)
111 2&Fiva expozice (fluence; energie pulsu laseru vztaZena na plochu; J/m?)

vs. hustota vykonu (vykon laseru vztazeny na plochu, W/m?) !11

* pro MALDI je uréujici zafiva expozice, ne hustota vykonu
(nicméné délka pulsu je podobnd pro dusikovd a Nd:YAG laser)

voev

Nejbéznéjsi lasery:

b Dusikovy laser (337 nm, 3 ns):
pro: dobfre strukturovany energeticky profil
contra: pomaly (maximum 50Hz)

Nd:YAG laser (355 nm, 4-7 ns):
pro: rychly (az 1000Hz)
contra: Gausovsky energeticky profil

Smartbeam/Smartbeam Il (modifikovany Nd:YAG laser):
pro: rychly (az 2000Hz)
pro: dobfe strukturovany energeticky profil

16 Zdroj: materidly firmy Bruker
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Dalsi lasery

IR lasery
- ErYAG laser: 2.94 pm; Er:YSGG: 2,79 pm (t,,= 50 - 100 ns)
- absorbce: zmény vibracnich stavi molekul matrice (O-H, N-H
vibrace)
- CO, laser: 10.6 um
- ,meékkCi“ nez typické UV, méné aduktu
- jiné matrice MALDI: glycerol, sukcinova kyselina

Laditelné lasery
- UVilIR
- specialni aplikace

Prahova hodnota zarivé expozice laseru

* Hodnota, pfi které se zaéinaji objevovat signaly
* R0znd pro rizné matrice
* Rznd pro rtzné analyty
* R0znd pro rizné analyzatory i detektory . o

* Pracovni oblast: 10 — 30% nad prahovou
hodnotou

5

W e w0 om0
Figure 4. Measured signal intensities of molecular fons
of bovine insulin desorbed from a sinapinic acid matrix as
Signal fragmentace a function of laser fluence. An axial-time-of-flight (TOF)

(ABCH")

achieved with an N, laser (1 = 337 nm. =3 ns). The
circles represent analogue measurements with a digitl
oscilloscope and individual single laser shot desorption
ionization events, the squares pulse-counting TDC mea-
surements with an active detector (MCP) area of 1 mm in
diameter, and the diamonds pulse-counting measurement
with an active detector area of 20 mm in diameter. Between
afew hundred to several thousand single shot mass spectra
0 pracovni oblast have been accumulated in the TDC measurements. Open
T symbols represent the anset of detector saturation (Repro-

fuced with permission from ref 66 copyright Elsevier

pokles rozligeni

T FD Science, 2002).
PD;
K. Dreisewerd: The Desorption Processin MALDI,

Chem. Rev. 2003, 103, 395-425 18

www.bart.chemi.muni.cz

Nékteré parametry pro UV-MALDI

H — HO * e*az
H  zdfivd expozice ve hloubce z vzorku (J/m?)
(energie 1 pulsu vztaZend na plochu)
H, zdfivd expozice na povrchu vzorku (obvykle 20-200 J/m?)

o absorbcni koeficient
(1/a - penetraéni hloubka: hloubka, kde dojde k poklesu “fluence” na 30%; 20-200 nm)

mnoZstvi absorbované energie vztazené na jednotku objemu... E,/V

JADRO PROCESU MALDI:
jde predevsim
0 mnozstvi energie
absorbované matrici !!!

Nékteré parametry pro UV-MALDI

z&Fiva expozice 100 J/m?
tok foton( 1.7 x 10 foton/cm? (337 nm, 3.7 eV)
0.7 fotonud absorbovanych na 1 molekulu matrice

- velké mnozstvi energie odpovidajici celkové energii véech
intermolekuldrnim interakcim v pevné fazi
-> ablace, exploze materialu

- nedostatecné pro 2 fotonovou absorbci a ionizaci
(IP matric MALDI: 8 eV)
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Kvantifikace?

obtizna

homogeni vzorky

primérovani velkého mnoZstvi spekter z mnoha pozic

kapalné matrice MALDI
(netékavé, glycerol jako solvent)

vnitfni standard

diskriminaéni efekty (kompetice o néboj)

zaostieny
laserovy paprsek

21

Tercik MALDI

 klasicky MALDI tercik

modifikované terciky
* AnchorChip
* “home-made”
« koncentrace analytu, lokalizace pro automaticka méreni

Bruker

ITO sklicka (zobrazovaci MS)

Tercik MALDI: nejen nosic vzorku

* Moznost re-analyzy a archivace

 pole na terciku: “mikroreaktor”
* enzymatické i jiné reakce

* moznost aplikace vice detekénich technik

23

Hmotnostni analyzatory pro MALDI

* MALDI bylo spojeno s prakticky vSéemi hmotnostnimi analyzatory

* pulsni generace iont( pfeduréuje MALDI pro spojeni s priletovym
hmotnostnim analyzdtorem: MALDI TOF MS
« iontovy zdroj ve vakuu = vakuova ionizace
« geometrie iontového zdroje (vloZzend napéti) ovlivni kvalitu spekter

* spojeni s pastovymi analyzétory (FT-ICR MS, Orbitrap, ...)
nutny transport iont

del3i doba analyzy!

Casto AP-MALDI (mékkéi ionizace?)

09/12/2014



PrUletovy analyzator

- axidlni uspofadani

MALDI teréik
= odpuzovaci  —|

* Linearni
[s; B
* Reflektorové @ nmn
|
E [] InnEngE
zdroj deflektor iontové zrcadlo
+ TOF/TOF g
« linearni kolizni cela @
« reflektor pro MS2 TOF1 TOF2
=
—
selektor kol. cela fninme

4e)

PrUletovy analyzator: linearni usporadani

urychleni iontd v = konst.

iontovy zdroj letova z6na (E = 0)

extrakéni mitky

(~1720kV)

b

: b <o C .
elektroda (~19 kv) " ‘ K2 Se o % .. ’ q ./

cotka< X
Q= laser
zrcatko

opticky filtr

linearni

intenzita

doba letu (m/2)

detektor

Princip pruletového analyzatoru

1. Pulsniionizace (doba pulsu ~ ns): rychlé vytvoreni oblacku iontl (LDI,
MALDI, PD, El ...)

2. Extrakce a urychleniiont( v elektrickém poli
3. Separace iontl v driftové zéné pfi E = 0 (field-free region, flight tube)

4. Detekce iontl, zdznam signalu, transformace do m/z domény
mv?
urychlovaci energie zelU =——1 kinetickd energie
2

L—— délka driftové zény

V= t doba letu
(M/2),<(m/2),
m t?
—=2eU -
TOF z L

s

Linearni usporadani

energie (rychlost) iontd s danym m/z se po laserové desorpci lisi
velikosti i smérem

dusledek vysoké pocateéni disperze energii: ionty s danym m/z dopadaji
na detektor v riznych ¢asech: rozsifeni pikQ

rozliseni: R=

laser

09/12/2014



ZvySovani rozliseni:

1. Pfiprava vzorku
2. PoutZiti zpozdéné extrakce

3. Poutziti reflektoru

1. Pfiprava vzorku

2. Zpozdéna extrakce

° ° LIPS LY .. :I Detektor

u, U, |
lantovy zdroj
—
£ty L
1

3. Reflektor

iontovy zdroj letové z6na (E = 0) reflektor (>19 kv)

(19kv) miizky a elektroy reflektoru

e || 11l .

:
-
\ e oT

reflektorovy
detektor

intenzita

doba letu (m/2)
- na reflektor je vloZzeno vyssi napéti nez je urychlovaci napéti
- ionty s vy33i pocateéni rychlosti/energii pronikaji hloubé&ji do reflektoru, urazi v analyzatoru

del3i drdhu a dopadaji na detektor ve stejném Case jako ionty o stejné m/z s nizsi pocate¢ni
energii 32
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ZvySovani rozliseni

MALDI TOF MS MALDI TOF MS MALDI TOF MS
linedrni usporadani linedrni uspofadani reflektorové usporadani
+ zpozdéna extrakce +zpozdéna extrakce

104

proteiny peptidy, malé molekuly,
lipidy, ...

33

MALDI TOF/TOF MS

vanik a separace mateiskych urychlent separace
urychleni iontii/rozpad fragmentd iontir
fontir metastabilnich ionti fragmenti reflektor (>19 kV)
jontovy . jontovy .
2droj 1 letové zéna 1 2droj 2 letova zona 2
llcio _lrZ
oo ®e 9"» o - _
e 1N
A Y / UIFT cela
Laser (Tenergie) selekce iontu
prekurzoru )
reflektorovy
detektor

intenzita

doba letu (m/2)

MALDI TOF/TOF MS

* Tandemovd hmotnostni spektrometrie:

fragmentace iontd - > strukturni analyza

1. Fragmentace:

* vyuziva vy$si energie laseru: vznik metastabilnich iontd
(laserem indukovana disociace, LID)

« fragmentace muzZe byt podporena koliznim plynem
(kolizemi indukovana disociace, CID)

I K fragmentaci dochdzi za zdrojem, fragmenty i prekurzory leti stejnou rychlosti!

2. Vybér matefskych iontl v 1. letové zéné
3. Re-akcelerace iontl fragmentu

4. MS analyza iontd fragmentt

MALDI TOF/TOF MS

yl2 y11 yl0 y9 y8 y7 y6 y5 y4 ¥3 y2 yl H+
pof e fsrfmeiefGffsrfo
H+ bl b2 b3 b4 b5 b6 b7 bB b9

bl10 bll bil2
e ST . P i, o ———— 4
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Vlastnosti TOFMS

* Teoreticky neomezeny rozsah m/z (analyza celych bunék & nanoéastic)
* Idedlni pro pulsni ionizaci

* pro kazdy puls zaznamendno celé spektrum, neni tfeba skenovat

*  Velmi kratka doba zaznamu spektra (~10*s)

*  Vysoka propustnost iontt ... pfedpoklad vysoké citlivosti

* Jednoduchost

Typické analyty/aplikace MALDI:

aplikace s vyZadujici rychlé analyzy (high throughput), zachovdni informace
o distribuci vzorku, malé mnoZstvi vzorku, nepoldrni analyty, ...

lipidomika, glykomika

zobrazovaci MS proteomika

charakterizace

polymer MALDI MS

analyza nukleovych kyselin analyza PTM

identifikace mikroorganismt

analyza malych molekul

Proteomické aplikace MALDI TOF MS:
peptidové mapovani

identifikace proteinu: obvykle na zdkladé separace (GE, LC), tryptického
Stépeni proteinti a MS

peptidové mapovani (PMF, peptide mass fingerprinting): identifikace na
zékladé specifického “fingerprintu” — produktt enzymatického $tépeni
proteinu; srovnani fingerprintu s knihovnou znamych protein

vyzaduje izolaci jednotlivych protein (ne vice nez 2-3)

typicky pouZivany enzym: trypsin

Peptidové mapovani

2D GE

~ Databéze

Stépeni in silico

N
w126 v .

14323 12725
3127.1 493.2

996.8 u 883.2
e g" :’ i
27842 364.1

1765.6 31288

848.1

( ’:-(:i(" @

‘@? je identicky s @:?

3614.2
2837.1
263.9
14297
640.8
876.9
1260.7
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Databdzové hledani, analyza dat

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*Log(P), where P is the probabilty that the observed match is a random event
Protem scores greater than 70 are significant (p<0.05).

reer of Mt

A

Protein Sore

Concise Protein Summary Report

Conciss Proten Summary =] Help

Significance threshold p< [0 05 Max. number of hits [20
Preferred taxonomy | AN entries =

Re-Search All | Search Unmatched |

Znamé udaje:
- Pavod vzorku (organismus)

- MW, pl
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Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie
« zobrazovani prostorové distribuce analyt( v biologickych vzorcich
* pFima vizualizace bez derivatizace
 typické analyty: lipidy, metabolity, proteiny, peptidy
« vzorky: fezy organy, celymi organismy, rostlinny materidl, ...
« rozli$eni: hmotnostni, lateralni a hloubkové
43

- negativni vysledek: novy protein! @
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Nature Reviews | Cancer
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Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie

* Priprava vzorku:
* Fezani na kryotomu (tloustka: 5-20 um)
* fixace na mikroskopova skli¢ka (vodiva)

* Nanaseni matrice:
* piezoelektrické dispensery, nebulizéry, elektrosprej, sublimace
* dramaticky muze ovlivnit laterdlni rozliseni

¢ MALDI MS
* nastaveni velikosti rastru, zaostfeni laserového paprsku
* kompromis mezi dobou akvizice a laterdInim rozlisenim

Identifikace mikroorganism

« klinicka aplikace; “MALDI biotyping”
* rychla identifikace/klasifikace bakterii, mnohobuné¢nych hub i kvasinek

* identifikace na zédkladé porovnani spektralnich profild lyzatd celych
bakterii (ribosomalni proteiny)

46

MALDI biotyping: schéma

™ &

J Transtor sample and
Select an add matrix

isolated colony
% Add to MALD!
TOF project list

w
validation

b .
== BB ocare automatically

stantly matchod genera LDI-TOF
st reference library m
to give identification

47

,Fingerprinty” ribosomalnich proteind
rdznych organism(

Aspergillus fumigatus

Bacillus subtilis

" Candida alblcans ATCC 10231

E;ch.rlchla ({o" DHéalﬁha

Fungl, yeast, gram+ and gram- bacteria

a8
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Déle...

Navazujici predméty:
* C7895 Hmotnostni spektrometrie biomolekul

* (8102 Specidlni metody — praktikum

Pracovisté na MU:
* Oddéleni analytické chemie, PFF MU

* CEITEC, vyzkumna skupina Proteomika
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