ZAKLADy MALDI TOF MS

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda, ktera stanovuje hmotnosti molekul a atoma po jejich
pfevedeni na ionty. Podstatou hmotnostni spektrometrie je separace iont produkovanych v iontovém zdroji pfFistroje
na zakladé jejich efektivni hmotnosti (m/z, kde m-hmotnost iontu a z-nabojové C&islo) a jejich nasledna detekce.
VSechny tyto procesy probihaji v uzavieném prostoru, ve kterém je pomoci systému pump kontinualné udrzovano
vakuum.

Hmotnostni spektrometr je slozen z téchto ¢asti:

iontovy zdroj
hmotnostni analyzator
detektor

pocitacova jednotka

K produkci ionttl (ionizaci) se v hmotnostni spektrometrii pouziva nékolik zplisobu:

ionizace elektronovym paprskem (EI)

chemicka ionizace (Cl)

ionizace rychlymi atomy a ionty (FAB, fast atom bombardment)

pusobenim elektrostatického pole (Fl-field ionisation, FD-field desorption)

desorpce plasmou (PD)

desorpce laserem za pfitomnosti matrice (MALDI-matrix-assisted laser desorption/ionization) / pevnych
¢astic (SALDI)

e jonizace elektrosprejem (ESI) / termosprejem (TSI)

Hmotnostni analyzatory umoznuji v ¢ase a/nebo v prostoru separaci smési iontll o rdznych hmotnostech.
RozliSujeme nékolik druht hmotnostnich analyzator:

e kvadrupolovy analyzator (je tvofeny Ctyfmi paralelnimi kovovymi ty€emi usporadanymi symetricky
vzhledem k trajektorii prochazejicich iontd, které jsou vzajemné elektricky propojeny, pficemz ionty
produkované v iontovém zdroji jsou postupné propousteny pres kvadrupol zménou velikosti napéti)

e jon-cyklotronova rezonance (ICR, ionty se pohybuji po uzavienych kruhovych drahach, kde jsou
vystavené homogennimu magnetickému poli)

e jontova past (funkéni obdoba kvadrupolovych analyzatorl s uzavienym elektrostatickym polem)

e priletové analyzatory (TOF, ionty jsou z iontového zdroje akcelerovany napétim a stanovuje se doba
praletu iontu letovou trubici k detektoru)

Detektory pak nasledné poskytuji signal amérny poctu dopadajicich iontl, bud detekci elektrického proudu,
vznikajiciho pfimym dopadem iont( a nebo pomoci elektronového nasobice pracujiciho na principu sekundarni emise
elektrond, kde dochazi k zesilovani primarniho signalu.

Vysledkem metody je zaznam iont( zkoumaného vzorku, tzv. hmotnostni spektrum, na kterém je v zavislosti na
hodnoté m/z zobrazeno zastoupeni jednotlivych iontu.

MALDI (matrix-assisted laser desorption / ionization)

Princip: vzorek je po smichani s matrici vykrystalizovan na MALDI desti¢ce (odpafeni) a nasledné je ozafen
pulsnim laserem (kdy dochazi k ionizaci molekul matrice, molekuly vzorku jsou ionizovany pfenosem protonu z
matrice). Matrice chrani vzorek pfed rozpadem, napomaha odpafreni a ionizaci vzorku. (napf..CHCA, DHB)



Méfeni probiha bud v linearnim médu (pfima draha letu, méfeni proteint) a nebo v reflektronovém modu
(prodlouzeni drahy letu za pomoci reflekronového iontového zrcadla, méfeni peptidd).

TOF analyzator: rychlosti pralett jednotlivych iontd letovou trubici jsou zavislé na hodnotach jejich efektivnich
hmotnosti m/z.

Vyuziti:

Metody hmotnostni spektrometrie patii k nejdokonalej§im a nejmodernéjsim analytickym metodam vibec. Umoznuji
nejen kvantitativni a kvalitativni analyzu, ale i analyzu izotopického slozeni jednotlivych prvki, ze kterych je vzorek
slozen.

Hmotnostni spektrometrie je metoda vSestranna a vysoce senzitivni a jeji vyuziti ma budoucnost pfedevsim pro
identifikaci protein(i a peptidd a stanovovani proteinovych profilt jak v biologii, tak i v mediciné.

V lékarskych oborech je diagnosticky proteomicky pfistup krokem pro ¢asnou detekci nadorovych onemocnéni a v
nalezeni novych prognostickych a prediktivnich markert, ale své uplatnéni ma i pfi studiu genetickych onemocnéni, v
screeningu vrozenych metabolickych poruch a k detekci metabolittl, které mohou slouzit jako markery pro
diferencialni diagnostiku metabolickych onemocnéni.

Hmotnostni spektrometrie ma vSak své vyuziti i v oblasti pfirodnich véd, kde ma své uplatnéni pfi studiu rostlinnych a
Zivocisnich genomu.
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Principles of MALDI-TOF Mass Spectrometry

What is MALDI?

MALDI is the abbreviation for "Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization."

The sample for MALDI is uniformly mixed in a large quantity of matrix.

The matrix absorbs the ultraviolet light (nitrogen laser light, wavelength 337 nm) and converts it to
heat energy. A small part of the matrix (down to 100 nm from the top outer surface of the Analyte in
the diagram) heats rapidly (in several nano seconds) and is vaporized, together with the sample.
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What is TOF MS?

TOF MS is the abbreviation for Time of Flight Mass Spectrometry.
Charged ions of various sizes are generated on the sample slide, as shown in the diagram. A potential



difference V, between the sample slide and ground attracts the ions in the direction shown in the
diagram. The velocity of the attracted ions v is determined by the law of conservation of energy. As
the potential difference V, is constant with respect to all ions, ions with smaller m/z value (lighter
ions) and more highly charged ions move faster through the drift space until they reach the detector.
Consequently, the time of ion flight differs according to the mass-to-charge ratio (m/z) value of the
ion. The method of mass spectrometry that exploits this phenomenon is called Time of Flight Mass
Spectrometry.
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