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Obsah prednasky:

1. Cast — separacni techniky, hmotnostni spektrometrie (45 min.)
(velka zasedaci mistnost VUVeL Brno)
2. Cast — prakticka ukazka v laboratofi (3 x 15 min.)
GC/MS (M. Ciganek) — Bio-aplikace
LC/MS-MS (M. Parenicova) - Metabolomika
LC/Hybrid-MS (O. Kovac) - Lipidomika




Analyticka chemie

Analyza vzorkU
Postup analyzy vzorku
(SOP — standardni operaéni postup)

Postup analyzy (komplexni proces — spravny vysledek)
Sekvence kroku (izolace analytu(u) z matrice vzorku):
- odbér vzorku
- doprava a skladovani vzorku
- zpracovani vzorku
- analyticka koncovka
(identifikace a kvantifikace analytu)



Vyjadreni vysledkt analyzy (koncentrace nebo obsah analytu)

Cpua = (5,02 * 0,12) nmol/10°® bunék (cislo nasledujici za znakem + piedstavuje
Ciselnou hodnotu rozSifené nejistoty méreni)
Hodnota nejistoty méfeni se vzdy uvadi na 2 platné cifry.

Pocet platnych cifer:
fizen nejmensim poctem platnych cifer v postupu analyzy

Napf. vazeni vzorku na urovni 10,5 mg pak pocet platnych cifer vysledku
je3

ne 5,021869 ale 5,02

I Detaily se daji dostudovat na internetu



Kombinace SEPARACE slouc¢enin a molekularni
asembleru s naslednou identifikaci a kvantifikaci
technikou MS

LC/MS-MS
GC/IMS




Separacni techniky

GC(pIynové chromatografie), H PLC(kapaIinové chromatografie), CE(kapiIérni elektroforéza),

FFF(frakcionace tokem v poli)

Rozsah typu chromatografie
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Molekulova hmotnost

GPC PC+TLC HPLC GC

GPC (gelova permeacni chromatografie), PC (chromatografie na papire)
TLC (tenkovrstva chromatografie)



Pri nCip Separace \"/ kOIO"é (vymezeny prostor, ve kterém dochazi k

oddélovani jednotlivych slozek komplexniho vzorku (lipidy, peptidy, proteiny, ...))
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HPLC System
| Solvent
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HPLC Column

Injector

Mezi separacni techniky nepatfi: Mezi separacni techniky patfi:
- plynova chromatografie - separace sloucenin ve sloupci kiemeliny
- frakcionace tokem v poli (FFF) - kapalinova chromatografie
- proteomika - kapilarni elektroforéza

- spektrofotometrie - konfokalni mikroskopie



Rozdéleni kapalinové chromatografie podle velikosti a typu €astic v koloné:

HPLC (High-performance (High-pressure) LC); Castice: 3— 10 um; Tlak: do 400 bar

RRLC (Rapid Resolution LC); Castice: 1,8 ym (porézni smé&sné); Tlak: do 600 bar

UPLC (Ultra Performance LC); Castice: 1,7 ym (porézni uniformni); Tlak: do 1000 bar (1200 bar)

4.6 x 150mm, S5um HPLC, 40°C
1.20mi/min, 40°C PW = 3 4sac
Analysis Time = 11min A A A j _____
0 2 min
2. 1mm x S0mm 1.8um | RRLC, 40°C
1.00mirmin, 40°C | ', | | | | 10x faster
Analysis Time= 1.1min )\ | i AN 'l,‘ |‘ | PW =0D.5 sec
0 02 oa 08 os 1 min
2. 1mm x 80mm 1. 8um | | l* RRLC, 95°C
2.40mimin, 85°C ‘ A | | 1 27x faster
Analysis Time: 0.4min | A | fl 0;':' PW = 197msec
0 02 0.4 min
150mm > S50mm: | 3x %4 e
12Zmiminon4 6 > Zamiiminon 21 10x '
Co predevsim rozhoduje o uc€innosti Které parametry rozhoduji o separacni ucinnosti
separace v HPLC koloné: kapilarni kolony pouzivané v plynové chromatografii:
- délka kolony - typ vnéjSiho pokryti kolony
- napln kolony - délka kolony
- teplota kolony - material kolony

- pouZzita mobilni faze - vnitfni primeér kolony




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
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In his book, “Rays of Positive Electricity” (1913), J.J.Thomson
remarked:

“| feel sure that there are many problems in chemistry which could be
solved with far greater ease by this than by any other method.

The method is surprisingly sensitive, ........ requires an infinitesimal
amount of material and does not require this to be specially purified.”
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Zakladni pojmy:

e Hmotnostni spekirometrie (analyticka instrumentaini metoda)
e Hmotnostini spektrometr (pfistroj uréeny k provadéni MS)
e Hmotnostni spektrum (finalni produkt metody)

Zakladni princip:

« tvorba iontl ve vakuu z anorganickych a organickych slou¢enin nebo
prvku nékterou z vhodnych ionizaénich technik

« separace iontd podle m/z
« kvalitativni a kvantitativni detekce iontu




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

MS detekuje hmotnost jednotlivych molekul nebo jejich

stabilnich éasti (fragmentu), které musi existovat ve formé iontu.
Separace a detekce téchto iontll je mozna pouze ve vakuu.

Vzhledem k tomu, ze molekuly jsou velice malé, nemidzeme pro uréeni jejich
hmotnosti pouzit konvencCni jednotky hmotnosti (kg nebo g), protoze
hmotnost napf. 1 atomu vodiku je asi 1,66x1024 g.

Proto byla zavedena konvence pro urCovani hmotnosti jednotlivych molekul,
kterou je hmotnostni jednotka (v biochemii oznacovana jako 1 Dalton (Da)).
Bylo ur¢eno, Ze izotop uhliku 2C ma hmotnost 12.00000000

(12 hmotnostnich jednotek presne).

Hmotnostni spektrometrie je pristrojova technika, ktera umoZzriuje:
- stanovit mnozstvi stabilnich izotopl prvkd v molekule

- urcit molekulovou hmotnost slouceniny

- stanovit stafi hornin

- zjistit absorbanci organické slouceniny
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Hmotnostni spektrometrie v kombinaci se separacni technikou
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

HMOTNOSTNI SPEKTRUM - Zaznam iontt vzniklych ze zkoumaného vzorku,

usporadany podle vzristajiciho poméru hmotnosti k naboji (m/z), vyneseny proti
absolutnimu nebo relativnimu zastoupeni jednotlivych ionta.

nizké rozliSeni - |ze stanovit hmotnost iontu s presnosti jednotky
hmotnostni Skaly - LRMS

vysoké rozliseni - 1ze stanovit hmotnost iontu s pfesnosti dostate¢nou pro
Jednoznacné” stanoveni jeho elementarniho slozeni. Hmotnost se stanovuje
S presnosti na deseti- az sto-tisiciny hmotnostni jednotky v zavislosti na
typl pouzitého hmotnostniho spektrometru - HRMS
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Presné hmotnosti stabilnich izotop

Prvek lzotop Hmotnost
vodik 1 1,0078252
vodik 2 2,0140100
uhlik 12 12,0000000
uhlik 13 13,003354
dusik 14 14,003074
dusik 15 15,000110
kyslik 16 15,99491415
fluor 19 18,998405
kiremik 28 27,976927
fosfor 31 30,973763
sira 32 31,972074



zastoupeni [%]
99,985
0,016

Fosfor ™ 100 prvek izotop zastoupeni [%]
Chior g 75.53 Jod 57' 100
el 24,47 Bor 8 196
. g 80,4
Brom gr 50,54 Dusik Tay 99.63
gr 49,46 15N 0,37
Fluor 19 100
Sodik 23Na 100
Kremik 28gj 92,21
29g;j 4,70
30si 3,09
Sira 32g 95,0
3g 0,76
34g 4,22
36g 0,014

Prvky typu : A
Prvky typu: A +1
Prvky typu : A + 2



UHLIK (C) : stabilni izotopy — 12C(98.9%) a 13C(1.1%)

CH, : 12CH, (16), 13CH,(17)

pocet atomu

R Superpozice izotopli v molekule  ionty intenzita [%] intenzita  norm. int. [%]
1C: ¢ M 98.9 100 M M+1
®Bs M+1 1.1 1.11 100% | 1.11%
2C: "¢ M 98.9 x 98.9 9781.21 100
Pe ®g M+1 98.9x 1.1 108.79 1.11 M M+1 M+2
¥c’c M+1 1.1x98.9 108.79 1.11 100% | 2.22% | 0.01%
3¢ 3c M+2 1.1x1.1 1.21 0.0124
3C: "“c'’c'%c M  989x989x989 967362 100
B g B M+1  98.9x98.9x 1.1 10759 1.11
2c B¢ ?c 989x1.1x989 10759 1.11
Ee 7e g 1.1 x 98.9 x 98.9 10759 1.11 M M+1 M+2 M+3
2¢ 8¢ 3¢ M+2  989x1.1x1.1 119.7 0.0124 100% | 3.33% | 0.037% | 0.00014%
e g Mg 1.1x989x 1.1 119.7 0.0124
Be g X 1.1x1.1x98.9 119.7 0.0124
3¢ 3¢ ¢ M+3  11x1.1x1.1 1.331 0.000138
4C: 'c'’c"c'’c M  989x98.9x989x989 95749458 100
g g B Eg M+1 989x989x989x1.1 1064098 1.11
e e e g 98.9x989x1.1x989 1064098 1.11
e kg g Bg 989x1.1x989x989 1064098 1.11
13¢ 12¢ 126 12¢ 1.1x989x989x989 1064098 1.11
g g ®g g M+2  98.9x989x1.1x1.1 11835 0.0124
e ®e g Hg 98.9x1.1x98.9x 1.1 11835 0.0124 M M+1 M+2 M+3 M+4
136 126 12¢ 3¢ 11x989x989x11 11835 0.0124 | 100% | 4.44% | 0.049% | 0.00055% | 0.0000015%
ke ket e 1.4x1.1x98.9x98.9 11835 0.0124
e e Fe He M+3  989x1.1x1.1x1.1 132 0.00014
1Ee e B Ke 1.1x98.9x 1.1 x 1.1 132 0.00014
e e g Hg 11x1.1x98.9x1.1 132 0.00014
g e ®g Hg 11%x1.1x1.1x98.9 132 0.00014
3¢ 3¢ 3¢ 3¢ M+4  14x11x14x11 1.46 0.00000153




Intenzita 16('2CH,*) = M*-

15("2CH,)

14(12CH,*)

13("2CH)
17(13CH,*)
I

FRAGMENTOVE IONTY
CLUSTER MOL. IONU

12(12C+.) I ‘
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Spektrum LRMS

Figure 9
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Hmotnostni spektrometr
princip a konstrukce

Komeréné vyrabéné hmotnostni spektrometry — rlizné konstrukéni
principy, rizna vykonnost a pouzitelnost a tomu odpovidajici ceny.

e nizkorozliSovaci, vysokorozliSovaci
e jako detektory pro GC, LC a elektromigracni techniky

Interface — zafizeni pro pfipojeni jinych technik k MS
» kapilarni plynové chromatografie — jednoduché pfipojeni
» kapalinové chromatografie — komplikace
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Detekce — pouze stabilnich analyti,

nedochazi k jejich transformaci v pribéhu odbéru, uchovavani a zpracovani
vzorku a pfi jejich kvalitativni a kvantitativni (koncové) analyze

Zakladni determinace vyuziti MS — prevadeni moleiuly na ion v plynné fazi

IVI - ]\/I' -7 I{' ks ( *r ras
glakiro-nzutrdinl IONIZACE molsiuiovy ion FRAGMENTACE fragrmenty
ez (9)
L )
Informacs o hmotnost Inforrmace o struktufs

molzkuly molekuly
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Hmotnostni spektrometr

(Volatile samples: gas, low boiling liquids)

ST'F A8 (Non-volatile sample: high beiling peint liguids & solids)
i Imlet | o o
I_ System _l
I I
I \Jon —»  Mass Analyzer [——M Detector I
| Source |
. = - =
1 i
[—— '
) ) Signal
Diffusion Pump I |gl;'::[r)uum | Processor
or Turbomolecular pump | I
I | ,
llLow Vacuum I Computer &
Rotary Pump I Pump J Readout
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VAKUOVY SYSTEM (tlak 103 - 108 Pa)

Dvoustupnovy systém :
— rotaéni pumpa (hrubé vakuum)
— difazni a turbo-molekularni pumpy (vyvéva) (hluboké vakuum)
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IONTOVY ZDROJ - lonizace

Vznik iontd z molekul nebo jejich Casti

ANALYZATOR - Separace iontti

Separace iontt podle jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z)
- iontd s jednotkovym nabojem m/1 =m
- nasobné nabité ionty (napf. proteiny) m/z, napf. 10 000/20 = 500

DETEKTOR - Detekce iontu

Detekce a stanoveni intenzity separovanych iontu
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IONIZACE

- elektronova ionizace (El)

- chemicka ionizace (CI)

- ionizace elektrickym polem (Fl a FD)

- ionizace nenabitymi urychlenymi ¢asticemi (FAB)
- desorpcni chemicka ionizace (DCI)

lonizace velkych molekul
(biologické a biochemické aplikace)

- elektrosprejova ionizace (ESI)
- ionizace za atmosférického tlaku (APCI)
- desorpce aionizace laserem (LDI, MALDI)
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ESI - Schematic
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APCI - Schematic

APCI +ve ion mode

lonization produces
solvent ions

T Ty —P
e
28000 0> —_— -

Solvent ions react with analyte molecules
Corona Discharge to form analyte ions by charge transfer
Needle
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API-Electrospray

10,000

Thermospray

1000

Molecular Weight

Particle
Beam

nonpolar very polar

Analyte Polarity

Figure 1. Applications of various LC/MS techniques
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Time-of-flight
Mass Analyser

]

Extraction grid

ol

Desorbed ‘plume’ of
A / matrix and snalyte ions
‘ @& = Anslyte
= Matrix
® = Cation (eg. Na* or H*)

Pulsed laser beam

0 2000 PAUL GATES
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ANALYZA (separace) iontt

Rezimy akvizice (analyzy) iontu:

e full scan (opakovana detekce hmotnostnich spekter v nastaveném rozsahu m/z
v Case) — ziskani spekter pro tentativni identifikaci analytd

e detekce vybranych iontl (sledovani intenzity jednoho nebo nékolika iontu)
(single ion monitoring — SIM, single ion recording - SIR, multiple ion detection — MID) —
sledovani slozek s nizS§i mezi detekce

e techniky MS-MS (dal$i stépeni iontli v kolizni cele nebo trapu), techniky
produktovych iontd, MRM, NL, MS"
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Zakladni typy analyzatoru

= magneticky analyzator (B)
» elektrostaticky analyzator (E)
= sektorové analyzatory (analyzatory s dvojitou fokusaci (HRMS))

=  kvadrupolovy analyzator (filtr) (Q)

= jontova past (IT)

» linearni (kvadrupodlova) iontova past (LIT)

= analyzator doby letu (TOF)

= elektrostaticka orbitalni past - orbitrap

= jontova cyklotronova rezonance s FT (FT-ICR)

— nejvysSi hodnoty m/z, které mohou byt
detekovany (mnohonasobné nabité ionty snizuji tuto hodnotu v pFipadé velkych molekul)

— odliSeni poméru signalt iontd s podobnym m/z
— pomeér iontt, které dopadnou na detektor
—o0d 1do 50 mil. Ké
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Mass Oper-
Mass Mass-to- Measure- ating
Quantity Analysis Charge Reso- ment Dynamic  Pressure
Method Measured Equation Range* lution*" Accuracy*  Range’ (torr)
Sector Momentum/ 14-24 104 10° <5 ppm 107 108
magnet charge
Time of Flight time 14-27 108 103-104 0.1-0.01% 104 10°8
flight
Quadrupole  Frequency 14-32 104-10° 103-10¢ 0.1% 104 10-3
ion trap
Quadrupole  Filters for m/z 14-29 103-10 108 0.1% 105 105
Cyclotron Frequency 14-35 10° 108 <10 ppm 104 10-°
resonance

* At 1000 Da/charge.
t Mass/peak width,
 Number of orders of magnitude of concentration over which response varies linearly.
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Kvadrupolovy analyzator (Q)

resanant ion §detected)

nonresanant ion

saurce slits
rentrance to quadrupole)

analyte jions from source
of differing msz ratios

quadrupole rods

to detector

= 2000 PAUL GATES




V MS technice 1 nebo 3 kvadrupodly (TripleQuad)

TripleQuad

3 Q: 1.skenovaci,
2. kolizni cela /reakce iontu s koliznim plynem (dusik nebo argon),
3. skenovaci

Mozno nastavit rizné rezimy akvizice iontu — Selektivita a Citlivost:

Scan 1. nebo 3. Q

Scan Produktovych iontU

Scan Prekurzorovych iont(

MRM (Multireaction monitoring)

Scan neutralnich ztrat (odstépeni vody, ...)
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Linearni (kvadrupolova) iontova past (LIT)
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Analyzator doby letu (TOF)
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Elektrostaticka orbitalni past - orbitrap

analyzer

Amplifier

Nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru, princip popsan ruskym fyzikem Makarovem,
komercné dostupny od roku 2005. Rozliseni 100 000 — 500 000.
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lontova cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci

(FT-ICR)
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Nejvykonnégjsi typ hmotnostniho analyzatoru.
Rozliseni 750 000 — 2 500 000.

Parametry ICR vybocuji z ramce v8ech ostatnich MS analyzator(

(rozliSeni, vakuum, provoz (nutné kapalné He), cena).
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Parametry hmotnostnich analyzatoru

1000 000 ICR
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Detekce iontu

Positive lons — - High Energy Dynode

lon Focus Electrons
Iris— Electron Multipler
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Elektronovy nasobi¢:

Detection 7
Multiplier N \'1
Detector (+ or - modes) —
Amplification 2N

A spectrum is generated for each scan
(thousands of spectra are generated in
each GC run)

CHEAS Lactare &

Fotonasobic:

3°GEM opt. 4.GEM opt.
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Hybridni hmotnostni spektrometry
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LC/Q-ICR

Superconducting i
magnet (9.4 Tesla) ICR cell

Second Quadrupole
First ion ion funnel ion selector Electrostatic ion

i v
funnel Trap/extract c:lilm‘:\o::ll transfer optics
10? mbar
Hexa /
a0l S e

=]

IR

Atm 3mbar 0.3mbar 10-*mbar 10" ®mbar 10" *mbar 10" mbar 107" mbar

Electrospray

HPLC
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LC/NMR-MS

I HPLCpunp(s)
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Genomics
Transcriptomics
Addomics (adukty na DNA)
Proteomics
Lipidomics
Cellomics
Metabolomics
Foodomics
Mircobiomics
Psychogenomics
Stem cell genomics

¥ @ 9 9 9 9 9 "9 90




Proteomics

NIST Libraries of Peptide Tandem Mass Spectra

http://chemdata.nist.gov/dokuwiki/doku.php?id=peptidew:start

Currently, there are > 3.8 million spectra in the libraries, representing 1.26 million
different entities (derivative-peptide sequence-fragmentation mode). Several of the
largest libraries resulted from data collected by laboratories collaborating in the
National Cancer Institutes Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium
(CPTAC)[http://proteomics.cancer.gov/].

CPTAC laboratories conducted more than 6,000 2D-LC/MS/MS runs of human
tumor and human-mouse xenograft samples producing >91 million MS/MS
spectra.


http://chemdata.nist.gov/dokuwiki/doku.php?id=peptidew:start
http://proteomics.cancer.gov/

Liver Mitochondria Proteomics: Protein Quantitation
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FIGURE 6. Summary of the number of peptides and protein groups identified
and quantified by LC-MS? using 360 min gradient (n=6 analytical experiments)
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Lipidomics

Each cell plasma membrane is made of ~200 million lipids. However, each
cell also has a nuclear membrane, mitochondrial membranes, membranes
of Golgi apparatus, endoplasmic reticulum, etc.

Collectively, the number of lipids is ~10° per cell.

Each person is made of ~1014 cells, or 10° lipids/cell x 1014 cells/person =
~10?% lipids/person!



LIPID MAPS Structure Database (LMSD)

http://www.lipidmaps.org

Number of lipids per category

Fatty acyls
Glycerolipids
Glycerophospholipids
Sphingolipids

Sterol lipids

Prenol lipids
Sacccharolipids
Polyketides

TOTAL 0,360 structures



http://www.lipidmaps.org/
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Phosphatidylethanolamine 30 I
Phosphatidylcholine 27 [
Sphingomyelin 23 -
Phosphatidylserine 15 ]
Phosphatidylinositol [ R
Phosphatidylinositol 4-phosphate 5 I
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate I
Phosphatidic acid I
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MixD, mixed dementia; SIVD, subcortical ischemic vascular dementia.




Diagnosis of COVID-19 by analysis of breath with gas
chromatography ion mobility spectrometry - a feasibility study

Dorota M Ruszkiewicz, Daniel Sanders, Rachel O’'Brien, Frederik Hempel, Matthew J Reed, Ansgar C Riepe, Kenneth Bailie, Emma
Brodrick, Kareen Darnley, Richard Ellerkmann, Oliver Mueller, Angelika Skarysz, Michael Truss, Thomas Wortelmann, Simeon Yordanov,
C.L.Paul Thomas, Bernhard Schaaf, Michael Eddleston
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Fig. 2. Aaexample of 3D GC-IMS surface plots ofbreath a-mxuund by Uhe two hospital sites (RIE - Edinbusgh top and KD - Dortmund bottom ). Note! ¢, — retention teme in s t,

relatrve drift time and ) - intensity s V, Mark COVIDAS pasttive and negative patients, used in the final PCA Modelling M, (where 0 is the marker
number ) are highlighted in the square boves.
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