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Elektroforéza

Deleni nabitych Castic na zaklade rozdilnych mobilit
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Volna Zonova
Separace probiha Stabilizujici prostredi

volné v elektrolytu
oine y erotace
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Porézni meédia

homogenita
Inertnost
reprodukovatelnost
snadna priprava
mechanicka pevnost

transparentnost



Porézni meédia

chromatograficky papir
agar, agaroza _
acetat celulozy

Skrob (hydrolyzovany)

sypané (nalévané) vrstvy (Sephadex)

- polyakrylamid
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Agardzovy gel tvori
nekovalentni vodikovée
mustky a hydrofébni
vazby mezi dlouhymi
cukernymi fetézci.

akrylamidovy gel

akrylamid C;H;NO

Akrylamidovy gel tvori
kovalentni pricnée
vazby mezi dlouhymi
retézci.
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http://www.wikiskripta.eu/images/a/aa/Gel111.jpg

Polyakrylamid

kopolymer akrylamidu a N,N-bisakrylamidu
polymerace katalyzovana TEMED
Iniciator persiran amonny
sitovany gel

Il monomery jsou silné neurotoxiny !!!!



Polyakrylamidova elektroforéza (PAGE)

trubicova x deskova x kapilarni

homogenni x gradientova



Denaturacni polyakrylamidova gelova
elekroforéza (SDS-PAGE)

polyakrylamidovy gel + aniontovy detergent
(SDS, dodecylsulfat sodny)

na 1 g bilkoviny se vaze 1,4 g SDS — uniformni
naboj bilkoviny na jednotku Mr



Denaturacni polyakrylamidova gelova
elekroforéza (SDS-PAGE)

GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou
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Proteinové hmotnostni standardy

Protein Kalibrované MW v Tris-HCI gelu
Myosin 201,179

B-galactosidaza 120,284
Bovinni sérovy albumin 100,236
Ovalbumin 55,925
Anhydraza 38,289
Soyben trypsin inhibitor 29,678
Lysozym 20,669
Aprotinin 6,969




K molekulové hmotnosti proteinu

velikost mérena v daltonech (Da) Ci kilodaltonech (kDa)

Dalton = jednotka atomové hmotnosti
= priblizné se rovna hmotnosti atomu
vodiku (1,66 x 10 -2 g)
= definovan také jako 1/16 hmotnosti atomu kysliku

Primérna aminokyselina = 110 Da

Primérny nukleotidovy par = 649 Da




|dentifikace bakteridlnich druhu na zakladé rozdilt v
proteinovém profilu




|dentifikace stafylokokovych kmenu na zakladé
proteinovych profilu jednotlivych klinickych izolatu

Similarity (%)
Protein patterns
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CCM 7314 S. succinus
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CCM 71577

88% 32:13*8 } S. saprophyticus
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Molecular weight marker




Studium proteomu a identifikace strukturnich proteint
polyvalentniho stafylokokového bakteriofaga

S Twort 812

Figure 2. Coomassie G-250 stained 1-DE pattern of proteins from
phages 812 and Twort; S= SDS-PAGE Standards Low Range
{BioRad). Arrows and numbers indicate bands containing the
identified proteins of the phage 812.




Izoelektricka fokusace

stabilni gradient pH

pfi nizkém pH
nese protein
kladny naboj

pri vysokém pH
nese protein
zaporny naboj

Protein v nasi ukazce ma izotelektricky bod pri pH 6,5

Elektroforéza v prostredi
gradientu pH. Latky se rozdéluji
podle izoelektrickych bodu (pl).

Proteiny se v elektrickém
poli pohybuji podle naboje az
na misto, kde pH = pl.

Naboj ma nulovou hodnotu a tam
zUstavaji stat.

|IEF fokusace patfi mezi metody
s nejvétsi rozlisovaci schopnosti.
Gradient pH se tvori pomoci
amfolytd (komercéné dostupné)

Nosic€ - polyakrylamid



2-D SDS-PAGE

studium proteomu + -
vysoka rozlisovaci schopnost / N
|. klasicka isoelektricka fokusace pl

Il. SDS-PAGE + .
detekce stﬁbrem\
srovnani jednotlivych gelu

densitometry Mr




Proteinové profily polyvalentniho stafylokokového
bakteriofaga ziskané pomoci 2-D SDS-PAGE

Figure 4. 2-DE spot pattern of proteins from phage 812; pH gra-

Figure 3. 2-DE spot pattern of proteins from phage 812; pH gra- dient 3-10; MS-compatible silver staining. Analyzed spots are
dient 3-10; MS-incompatible silver staining. marked. Spot numbers are given in Table 1.




2-DE PROTEINOVE PROFILY FAGU 812, 812b, 812p a SK311

" oRFBe oG “oRFes

Studované fagy vykazuji rozdily v proteinech ORF 66 a ORF 68 — struktury biCiku
Budouci vyzkum: detailni analyza genomové oblasti zahrnuijici orf 66 — orf 68




Detekcni metody pro rozliseni
elektroforeticky rozdélenych proteinu

PN

v gelu PO prenosu

N

otisk  blotting



Nespecificka detekce

1) Fixace 2) Barveni 3) Odbarveni

Barviva
Coomassie Brilliant Blue
Fast Green
Amoniakalni stribro

DusiCnan stribrny



Specificka detekce

Radioaktivni znaceni
Detekce biologické aktivity (zymogram)

Imunodetekce (blotting)

AQ

primarni Ab

Y Q

sekundarni Ab

A * enzym



Blotting (presavka)

Preneseni biomolekuly na membranu
Southern blotting — prenos DNA
Northern blotting — prenos RNA

Western blotting — prenos proteinu

l—
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protein membrana



Blotting (presavka)

difuzni
kapilarni
vakuovy
elekroblotting
polosuchy (semidry blot)
kapkovaci (dot blot)



Elektroblotting
Kapilarni blotting
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Membrany pro blotting

PVDF (polyvinyldendifluoridova) —
hydrofobni interakce

nitrocelulosova — hydrofobni interakce
nylonova (+polymer) — elstat interakce

membrana s NH, skupinami —
kovalentni reakce



viral envelope precursor (env) KO nis ré N é d OSt U p N é
:jl;‘;ai envelope protein (env) binds to we Ste rn b | Ot te Sty p ro
viral core protein (gag) detekci protilatek proti HIV

reverse transcriptase (pol)

No bands present Negative

Bands at either p31 OR p24
AND bands present at either Positive
gpl60 OR gp120

Bands present, but pattern does

W TR Indeterminate
not meet criteria for positivity
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. Lane A, Patient A
. Lane B, Patient B
. Lane C, Patient C

Membrana
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} BrReNLE Yl Interpretation of the Western blot—More is not necessarily better.
lgG lgG gl Igh
Band . Ma et al. coC Ma etal | CDC
Band importance
kDa 2of6 5 of 10 20of5 20of3
18 Thought to be specific
110-KDa 22 Thoughtto be specific
' — 94-KDa 23-25 | OSP-Chighly specific
84-KDa 86-KDa 28 Mot specific
80-KDa 30 Thoughtto be specific
47-KDa 31 0SP-Ahighly specific
- e - 41-KDa 34 OSP-B highly specific
33-KDa 39-KDa 37 Thought to be specific
- - 34-KDa 39 Thought to be specific
L - 31-KDa -
41 Mon-specificflagella
€4-KDa 45 MNon-specific
- 22-KDa 58 Mon-specific
- . 17-KDa 66 Nnn-ﬁpec!ﬁc
16-KDa 73 Mon-specific
B& Thought to be specific
93 Thought to be specific




IgM i IgG

ivni na

Negat

Pacient ID: vz.1
Vytvorit: 12/13/2023
Datum inkubace: 12/13/2023

ViIsE Borrelia burgdorferi (VISE-Bb,
Flagellin (p41)

BmpA (p39)

OspC Borrelia afzelii (OspC Ba)
OspC Borrelia burgdorferi (OspC
Bb)

OspC Borrelia garinii (OspC Bg)
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IgM i IgG
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Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda slouzici k
prevedeni molekul na ionty, rozlisSeni téchto iontl podle
poméru hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému zdznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontu

Hmotnostni spektrometr je iontove-optické zarizeni, které
rozliSuje ionty podle pomeéru jejich m/z

Vyhody: vysoka citlivost, kvalitativni analyza (urceni M.W.
a dalSich strukturnich informaci), kvantitativni analyza
(odezva zavisla na koncentraci), minimalni spotreba
vzorku

Nevyhody: destruktivni metoda, vysoké provozni naklady
Vyuziti: analyticka chemie (latkové slozeni hmoty),
diagnostika (identifikace mikroorganismu), zobrazovani




Zakladni terminy

Hmotnostni spektrum: graf zavislosti intenzity iontl (absolutni/relativni)
na jejich m/z

m/z: bezrozmérna veli¢ina ziskand vydélenim hmotnosti iontu ndbojovym
Cislem (poctem elementarnich nabojl, bez ohledu na polaritu)

Zakladni pik spektra: pik s nejvyssi intenzitou

lon prekurzoru: ion, ktery reaguje za vzniku konkrétnich produktovych
iontU

Produktovy ion: vznika jako produkt po reakci z jednotlivych iont(
prekurzoru (disociace (fragmentovy ion), reakce ion/molekula, zména
poctu nabojl

Fragmentovy ion: produktovy ion vznikly disociaci iontu prekurzoru
Aduktovy ion: tvoreny interakci iontu s jednim a vice atomy nebo
molekulami [M+Na]l+, [M+K]+, [M+Cl]-

Molekularni ion: ion vznikly odebranim nebo pridanim jednoho a vice
elektront za vzniku kladného nebo zaporného iontu



Zakladni terminy

Protonovana molekula: ion vznikly interakci molekuly s protonem, [M+H]+
Deprotonovana molekula: ion vznikly odstépenim protonu, [M-H]-

Celkovy iontovy chromatogram — zavislost sumy iontovych proud( vSsech m/z ve
spektru na case

Extrahovany iontovy chrmatogram: zavislos vybrané m/z na case

Zaznam vybraného iontu: méreni vybrané m/z v zavislosti na ¢ase



Hmotnostni spektrum

Zakladni velic¢iny — intenzita (absolutni, relativni), poméru hmotnosti a ndboje (m/z)
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Normalizace spekter:

* prevedeni absolutnich intenzit na relativni

* intenzita osy y v rozsahu 0-100%

* intenzita zakladni piku spektra je 100% a intenzity ostatnich piku jsou k ni vztazeny




Zakladni casti hmotnostniho spektrometru

iontovy zdroj — slouzi k prevedeni neutralnich molekul analytu na nabité cCastice (tzv.
ionizace), konstrukce se liSi podle pouzité ioniza¢ni techniky

hmotnostni analyzator — slouzi k rozdéleni iont0 v plynné fazi za vysokého vakua podle
jejich m/z

detektor — slouzi k detekci iontl po jejich rozdéleni podle m/z a k urceni relativni intenzity
(Cetnosti) jednotlivych iont(

Dalsi dulezité ¢asti pristroje:

vakuovy systém

iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci iontu

pocitac na ovladani a ladéni pristroje, sbér, ukladani a zpracovani dat, porovnani spekter s
knihovnou

Hmotnostni spektrometr

yzorek Hmot'n. Detektor
: |analyzator

(vakuum)f vakuum







lonizacni techniky (= tvorba iontu)

* jontovy zdroj hmotnostniho spektrometru slouzi k prevedeni
neutralnich molekul analytu na nabité castice (ionty)

 tvrdé ionizacni techniky (napf. elektroionizace) — ionizovana
molekula pfri ionizaci ziska nadbytek vnitfni energie, coz se
projevi fragmentaci molekulového iontu na mensi casti (tzv.
fragmentové ionty)

e mekké ionizacni techniky (Setrné) ionizovana molekula ziska
mnohem mensi mnozstvi energie oproti El, proto ve spektrech
pozorujeme zejména (de)protonované molekuly a minimum
fragmentovych iont(



lonizacni techniky

e podle mnozstvi vnitrni energie po ionziaci lze délit na ,tvrdé” a ,mekké“
* mohou pracovat za atmosférického nebo snizeného tlaku

lonizacni techniky:

* Elektronova ionizace (El)

e Chemicka ionizace za atmosferického tlaku (APCI)
* |onizace elektrosprejem (ESI)

* Fotoionizace za atmosferického tlaku (APPI)

* lonizace laserem za Ucasti matrice (MALDI)

e Desorpcniionizace elektrosprejem (DESI)

Aplikace:

* ESI, APCI, APPI — pro spojeni s HPLC/MS

e ESI, MALDI - analyza biomolekul, nejsetrnéjsi ionizacni techniky

* El-GC/MS, moZnost porovnani s knihovnami spekter, strukturni informace,
dobre popsana pravidla fragmentace

 MALDI, DESI, SIMS — pro MS zobrazovani

* DESI, DART — desorpcni ambientni techniky



lonty v hmotnostnich spektrech

Zavislé na pouzité ionizaCni technice

lonty s lichym poctem elektrond — M+. (radikalkationty), hlavné elektronova
ionizace

lonty se sudym poctem elektront — mékké ioniza¢ni techniky

lonty (de)protonovanych molekul — [M+H]+, [M-H]-, urceni MW

Adukty molekul — [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]+, s mobilni fazi, atd., ovéreni
MW

Fragmentové (produktové) ionty — strukturni informace, fragmentace funkcich
skupin, casti molekuly atd.

lonty izotopdl



Elektronova ionizace

nejtvrdsi ionizacni technika, molekula ziska velky prebytek vnitfni energie, ktery se
projevi fragmentaci molekularniho iontu, nékdy v takovém rozsahu, ze molekularni ion
zcela chybi ve spektru)

vznikaji ionty s lichym poctem elektrontl (M+.)

pracuje za vakua (103 — 10~ Pa), hmotnostni rozsah ca do m/z = 1000

pro tékavé a termostabilni latky, ionizace v plynné fazi pri 150 — 400 °C

nejstarsi ionizaCni technika

podrobné popsana pravidla fragmentace, rozsahlé knihovny El spekter

elektronova ionizace video


https://www.youtube.com/watch?v=22dr-3XDNmQ
https://www.youtube.com/watch?v=stIwRio9FeM

Princip El:

vzorku (g)

Zhavend katoda (W nebo Re) emituje e-, které jsou po prlichodu iontovym zdrojem
zachyceny na anodé (lapac e-)

urychlujici potencial v eV mezi katodou a anodou urcuje energii e-

priblizenim emitovaného e- k valencnim e- molekuly dojde k ovlivnéni jejich
magnetickych poli, coz vede k uvolnéni valen¢niho e- a tim vzniku radikalkationtu M+.
vzniklé ionty jsou vytésnény vytésnovaci elektrodou z iontového zdroje, dale fokusovany
do analyzatoru

jestlize molekula ziska pfri ionizaci pfilis velky prebytek vnitfni energie, projevi se to jeji
fragmentaci (rozpadem na mensi nabité a nenabité ¢asti), pfi rozsahlé fragmentaci
mUze chybét molekularniion
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Chemicka ionizace

analogie El, ale ve zdroji je pritomen tzv. reak¢ni plyn o tlaku 50 -100 Pa, nadbytek plynu
vuci vzorku 10000 : 1

nejdrive jsou ionizujicimi e- ionizovany molekuly reakéniho plynu, které nasledné ion-
molekularnimi reakcemi ionizuji molekuly analytu (pouzity tlak zarucuje, ze dojde k
dostatenému poctu interakci molekul analytu s ionty reakcniho plynu)

mékka ionizaéni technika, vznik [M+H]+ nebo [M-H]- nebo jinych aduktovych iont( podle
pouzitého reakéniho plynu, nejcastéji metan

vzniklé ionty maji sudy pocet e- (narozdil od M+. pfi El)

cadom/z =1000

katoda

h:mo:[ proud
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vyté
elektroda
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lonizace za atmosférického tlaku

ESI, APCI, APPI
spojeni HPLC/MS
vznik prevazneé iontl se sudym pctem e-

« zaznam kladnych iontu — vétsSina slouéenin, pomérné univerzalni

« zaznam zapornych iontu — slouceniny obsahujici sulfo-, karboxy-, (poly)hydroxy-
nebo nitro- skupiny, halogenované slouéeniny, organokovy, atd.

100 000
biopolymery,
nekovalentni komplexy,
organokovy,
vysokomolekularni
synthetické polymery

nepolarni
slouéeniny

iontové organické
slouc¢eniny

e
7
o
c
i
o
3
£
‘©
>
92
5
=
2
[}
=

-
o
o

,bézné“ organickée
_ 7 slougeniny (neiontové)
Nepolarni Velmi poléfni
Polarita




lonizace elektrosprejem

ESI je nejc¢astéji pouzivana ionizacni technika pro spojeni HPLC/MS
pro latky stredné polarni az iontové

nelze pouzit pri praci s nepolarnimi mobilnimi fazemi a pro
nepolarni slouceniny

pratok HPLC eluentu ca. 0,1 — 1,0 mL/min, pfima infuze jednotky az
desitky ul

tvorba vicenasobné nabitych iontlu — Ize ionizovat molekuly s M\W. v
radech 100 tisic, vhodny pro ionizaci biomakromolekul,
proteomicka analyza

meékka ionizacni technika, velmi setrna

vznikaji hlavné [M+H]+, [M+H]-, aduktové ionty

fragmentované ionty nejsou pozorovany, nebo jen ve velmi nizké
intenzité

peptidy, proteiny, sacharidy, nukleové kyseliny, organometalické i
anorganickeé slouceniny



lonizace elektrosprejem

erozpustény analyt je priveden kovovou kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké
napéti (3-5 kV)

evznikajici kapicky po rozpraseni na vystupu z kapilary za pomoci zmlzujiciho
plynu nesou na povrchu velké mnozstvi nabojl

eodparovanim rozpoustédla dojde k zvysSeni hustoty povrchového naboje, az pfi
dosazeni kritické hodnoty dochazi k tzv. Coulombické explozi, tj. rozpadu na
jesté mensi kapicky s rozdélenim plvodnich ndboijl

*opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni iontd

Evaporation wme=mcs>  Analyte ion ejected

Zmlzujici plyn

|

Aerosol




ESI video


https://www.youtube.com/watch?v=9AWBAI-Owzk

Chemicka ionizace za atmosférickéeho tlaku APCI

*nejcastéji pouzita technika pro spojeni s HPLC

*pro latky nepolarni az stredné polarni

*meéekka ionizacni technika — mirné tvrdsi nez ESI

*[M+H]+, [M-H]-, béZné jsou také fragmentové ionty

*Princip je podobny jako u klasické chemické ionizace, ale probiha za atm. tlaku

*eluat je na konci kapilary zmlzen do vyhrivané zony

*na vybojovou elektrodu (jehlu) vlozeno vysoké napéti (3-4kV), vznika koronovy
vyboj

evybojem jsou nejdrive ionizovany molekuly mobilni faze (ve velkém prebytku) a
nasledné ion-molekularnimi reakcemi reakéniho plynu (tj. ionizovanych molekul
mobilni faze) jsou ionizovany molekuly analytu vetup

*vzniké ionty jsou elektrodami usmérnény do analyzatoru "

Ziniiie] Biyii Zmlzovac (sprej)

Vyhfivana zéna

'\
\
J Susici plyn

Kapilara




Fotoionizace za atmosférickéeho tlaku APPI

stejné usporadani zdroje jako pro APCI, jen se pro ionizaci molekul misto jehly s
vlozenym napétim pouziva zdroj UV zareni

*vhodné pro velmi nepolarni az stredné polarni latky

*mekka technika: (M+H]+, [M-H]-, béZzné ionty s lichym poétem e-: M+., M-.
*Princip: zdroj UV je kryptonova vybojka s energii foton(i 10eV

Vstup eluatu

Zmizujici plyn Zmilzovac (sprej)

UV lampa

h




Porovnani El a mékkych ionizacnich technik

*El primarné vznikaji radikalkationty M+. (ion s lichym poctem e-), které vlivem
velkého prebytku vnitfni energie molekuly ziskané pri ionizaci podléhaji dalsi
fragmentaci (molekularni ion ve spektru chybi pro ca 10% organickych sloucenin)
*meékké techniky: v disledku ion-molekularnich reakci vznikaji pfevazné ionty se
sudym poctem e-, napr. [M+H]+, [M+Na]+, [M+NH4]+, [M+H]- a fada dalSich
iontu, napr. adukty s kovovymi ionty atd.

*ve veétsSiné pripadu ve spektrech prevladaji tyto molekularni adukty, relativni
intenzita fragmentovych iontl byva nizka az miziva

*ionizacni techniky Ize seradit dle prebytku vnitfni energie vedouci k fragmentaci
ionizované molekuly, podle tvrdosti:

ESI (nejmékci) < MALDI ~ APPI < APCI < CI < El (nejtvrdsi)



lonizace laserem za ucasti matrice (MALDI)

ionizace molekul s velkou molekulovou hmotnosti — biopolymery a
syntetické polymery (desitky az stovky tisic Da, existuji aplikace i
pres milion Da)

proteiny, oligonukleotidy, lipidy, polymery

pro latky nepolarni az polarni

ionizace muze probihat za riznych tlaku

mekka ionizacni technika, vétsinou jednou Ci dvakrat nabité ionty
vznikaji [M+H]+, [M+2H]2+, [M-H]-, adukty s alkalickymi kovy
spojeni s HPLC v off-line usporadani — nanaseni spojité stopy na
tercich nebo sbeér frakci

moznost archivace vzorku a jeho opétovné premeéreni

ionty matrice ve spektrech

matrice: aromatické karboxylové kyseliny (absorpce zareni laseru,
napr. kyselina dihydroxybenzoova, skoricova)



lonizace laserem za ucasti matrice

*vzorek je spolecné s matrici nanesen na MALDI tercik

*energie kratkého laserového pulsu je absorbovana matrici
*nasledné dojde k lokalni desorpci matrice a analytu (vznikaji
ENANEWICEREREL )

eexcitované molekuly matrice jsou stabilizovany prenosem
protonu na analyt nebo dochazi ke kationizaci molekul analytu za
vzniku iontlU analytu

*jonty jsou nabojové urychleny do hmotnostniho analyzatoru

Schema T T —— MALDI tercik

D e+ [M+H]*
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Hmotnostni analyzatory (=déleni iontu)

hmotnostni analyzator slouzi k déleni iontu v plynné fazi za vakua podle
pomeéru jejich hmotnosti a naboje (m/z)

analyzator je umistén za iontovym zdrojem (tzn. molekuly jiz byly prevedeny
na ionty) a pred detektorem (pred detekci musime ionty rozdélit podle m/z)
déleni iontd v analyzatoru probiha za vysokého vakua (103— 101! Pa)

déleni iontl podle m/z Ize dosahnout na zdkladé rznych fyzikalnich princip(:
zakriveni drahy letu iontl v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky
nebo elektrostaticky analyzator)

rizna stabilita oscilaci iontl v dvoj- nebo trojrozmeérné kombinaci
stejnosmérného a vysokofrekvencniho stridavého napéti (kvadrupdl nebo
iontova past)

rizna doba rychlosti letu iontl (analyzator doby letu — TOF)

rizna frekvence harmonickych oscilaci v Orbitrapu

riznd absorpce energie pri cykloidalnim pohybu iontl v kombinovaném
magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova resonance —ICR)



Zakladni typy hmotnostnich analyzatoru

Magneticky sektorovy analyzator
Kvadrupolovy analyzator

3D a linearni iontova past
Priletovy analyzator

Orbitrap

lontova cyklotronova rezonance

* zastoupeni hmotnostnich analyzatoru v
LC/MS - dle Web of Science, bfezen 2012




Magneticky sektorovy analyzator

* Pfi prichodu iontu magnetickym polem dojde k zakriveni drahy letu iontu,
vetsi zakriveni pro ionty s nizSi hodnotou m/z (drahy tézsich iont0 se tolik
nezakrivi kvali vétsi odstrediveé sile tézsiho iontu).

deflected
ions

ion beam _ 3

°1

(m/z), < (m/z), < (m/z);

e kladné ionty s urcitou hodnotou m/z urychlené zapornym potencialem V vstupuiji
do magnetického pole s magnetickou indukci B, ¢imz dojde k zakfiveni pohybu
iontu na trajektorii o poloméru r

* m/z=B2r?/2V, polomér drahy iontl tedy zavisi na m/z, Ba V.

e polynulou zménou (skenovanim) B (magnetické skenovani) nebo V (potencialové
skenovani) pri konstantnim poloméru r danym pro pouzity pristroj projdou
vystupni stérbinou na detektor postupné vSechny ionty a zaznamenaji se
intenzity iontl pro jednotlivé m/z, ¢imz ziskdme hmotnostni spektrum.



Kvadrupdlovy analyzator

Ctyri stejné kovové tyce kruhového prurezu délky 20-30 cm, na dvé protilehlé je
vlozeno kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zdporné stejnosmeérné napéti, na
vSechny tyce je superponovano vysokofrekvencni stridavé napéti.

ion je priveden do stredu osy kvadrupélu a za€ne oscilovat

v dany okamzik, pro urcity pomér U/V, jsou oscilace stabilni pouze pro ion s urcitou
hodnotou m/z, ktery projde kvadrupdlem a dostane se na detektor, vSechny ostatni
ionty jsou zachyceny na tycich kvadrupolu

plynulou zménou (skenovanim) hodnot stejnosmérného napéti U a amplitudy V (jejich
pomér zlstava konstantni) jsou postupné pripustény na detektor vSechny ionty (jedna
se vlastné o hmotnostni filtr)

¢asto soucasti hybridnich hmotnostnich spektrometrd, kde slouzi jako filtr (vybér
pozadovaného iontu) nebo jako kolizni cela

exiting
ions
(M1)

lon Beam

Quadrupole
(M1, M2, M3) Assembly

Injector Hole



Stabilni diagram pro kvadrupdlovy analyzator

e parametr a zavisi na stejnosmérném napéti (U), parametr q zavisi na amplitudé
stridavého napéti (V)
pri skenovani se méni parametry a a g tak, aby jejich pomér byl stale konstantni,
postupné jsou propustény kvadrupodlem vsechny ionty a zaznamenano spektrum
snizenim poméru a/q Ize zvysit oblast m/z (iont(), které projdou analyzatorem, ale
zaroven se snizi rozliSeni

A A/Q=Kkonst.

|y nestabilni

m
1
m,

X nestabilni

Stabilni

oscilace
0.5

Quadrupole video
https://www.youtube.com/watch?v=6 mavZ .
WKoU —

Sirka pi

-
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https://www.youtube.com/watch?v=6_mavZ_WKoU

Trojity kvadrupoélovy analyzator (Triple Quadrupole, QpQ)

3 kvadrupdly razeny za sebou a prostredni z nich (Q2) slouzi jako kolizni cela se
zavedenym koliznim plynem, ktery zplsobuje kolizni excitaci vybranych iont(
kvadrupdélovym analyzatorem Q1 a jejich naslednou fragmentaci, vzniklé fragmenty
jsou analyzovany pomoci Q3.

na rozdil od pasti mize dochazet k opakovanym koliznim excitacim diky opakovanym
srazkam iontu (jak prekuzoru, tak i produktového iontu) a kolizniho plynu, tzn.
pozorujeme vice fragmentovych iontd nez u MS/MS méreni s iontovou pasti

Normal Scan Mode

Q1 Q2

Ion transmission Ion transmission

MS/MS scan mode

SR U R |
Parent ion Collision Mass analysis
transmisson Chamber




Tandemova hmotnostni spektrometrie MS/MS
za vyuziti Triple Quadrupole

kolizné indukovana disociace — disociace iontu po kolizni excitaci

MS/MS: vybrany ion podrobime excitaci (nejcastéji srazkam s inertnim plynem — tzv.
kolizni plyn), ¢imz muze dojit k rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty, jejich
hmotnostni spektrum zmérime (MS/MS spektrum bude obsahovat pouze fragmentové
ionty vzniklé rozpadem vybraného prekurzoru a Zadné necistoty)

1) lonizace MS/MS iontu A
2) Izolace A 3) Fragmentace rZ

®* e
A

/) Izolace F1

5) Fragmentace

— ® O
F1 F4

MS* A — F1



3-D iontova past

* jontova past je tvorena prstencovou elektrodou a dvéma koncovymi elektrodami, na
elektrody je vlozeno napéti (3D kvadrupdl)

* jonty jsou kratkym napétovym pulzem privedeny do pasti vstupnim otvorem koncové
elektrody

* vhodnymi pomeéry napéti vlozeného na kruhovou a dvé koncové elektrody jsou ionty
zadrZzeny uvnitr pasti (U¢innost zachytu pfriblizné 5%)

e postupnou zménou napéti jsou podle jejich m/z vypuzovany na detektor vystupnim
otvorem

3D quadrupole ion trap

Filament

Cap
Electrode

Ring
Electrode

Electron
Multiplier

3D ion trap


https://www.youtube.com/watch?v=3uUwa1DDoHQ

Linedrni iontova past

jedna se o kvadrupdl na jehoz koncich jsou umistény elektrody s vlozenym
potencidlem, ktery umozriuje uchovavani iontd

vySSi ucinnost plnéni a detekce iont(

mUZou byt pritomny i dva detektory

ionty mohou byt vypuzovany radialné nebo axialné

stejnosmerne ~ stejnosmeérné
napéti (DC) £ 2\ VIl napéti (DC)
""II IL,"-. \

vysokofrekvencni stridavé napéti (RF)




Analyzator doby letu

hmotnostni analyzator s teoreticky neomezenym hmotnostnim rozsahem

pulzni analyzator, ¢asto s MALDI ionizaci

méri dobu letu iontl potfebnou pro prekonani urcité drahy

ionty jsou rychleny napétovym pulsem do letové trubice (oblast bez pole), kde leti
raznou rychlosti v zavislosti na jejich m/z a dopadaji na detektor v rizném case

ionty s mensi hodnotou m/z o stejné kinetické energii se pohybuji rychleji, takze se
rychleji dostanou na detektor (,,malé ionty leti rychleji“)

méreni spekter je velice rychlé a hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen, zaleti
pouze na dobé, po kterou budeme cekat na dopad iontl (Ize m/z > 10(6)

typicky pulzni hmotnostni analyzator, protoze nejdfive jsou velmi kratkym pulzem ionty
urychleny na vstupu do analyzatorové trubice a potom se presné méfri ¢as (radové ns-
us), za ktery ionty dolétnou k detektoru, poudle ¢ehoz se urci jejich m/z.

Accelerating

energy (E) Flight path distance {d)

Flight tube




Zvyseni rozliseni u TOF analyzatoru

pouziti napft. iontového zrcadla (reflektronu)

slouzi k vyrovnani raznych kinetickych energii pro ionty se stejnou hodnotou m/z (pfi
ionizaci ziskaji ionty kinetickou energii s urcitou distribuci, coz vede k rozsireni jejich
pik a tim ke zhorseni rozliSovaci schopnosti)

ionty s vétsi kinetickou energii proniknou hloubéji do odrazového elektrického pole
iontového zrcadla pred jejich odrazem (oproti iontim s nizsi E,), ¢imz dojde k jejich
opozdéni oproti iontim s nizsi E, a tim i k vyrovnani celkovych drah iontd s ruznou E,
hloubka praniku iontl do elektrického pole zrcadla je Umérna jejich E, a nezavisi na m/z

Detector
linear

Source Reflectron off

Detector
reflectron

Detector
reflectron
mode




MALDI-TOF video



Elektrostaticka orbitalni past - Orbitrap

* nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru popsan ruskym fyzikem Makarovem v r. 2005
» sklada se z vnéjsi a stredové vietenové elektrody, na které je vlozeno napéti

* jonty se pohybuji okolo a podél stredové elektrody

» frekvence v ose z je nepfimo Umeérna odmocniné z m/z

* Uzky svazek iontl s urcitou hodnotou m/z vstupuje do elektrického pole

e zvySujici se napéti stlacuje ionty

» stabilizuje se napéti a nasledné se stabilizuji i trajektorie iont(

* Uhlové rozsireni vytvori rotujici prstenec iontll podobné jako prstence u planet

k *H\ 'Ilhl

lh‘,” |
Hl | I \ |
f!'.i" |’.|(’M| |n

Q-Exactive


https://www.youtube.com/watch?v=K1VSYjuw6os

Detekce iontl

detektory iontl pouzivaji vSechny analyzatory kromé FTICR a
Orbitrap, kde je v analyzatoru provadéna zaroven detekce

ionty po rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dopadaji na detektor
iontd, ktery generuje signal z dopadajicich iontu

tvorba sekundarnich elektrond, které se nasledné zesiluji

indukce proudu po dopadu iontu



Detekce iontu

1. elektronovy nasobi¢ — néjbéznéjsi, ionty dopadaji na povrch
dynody, ze které vyrazi elektrony, ty jsou dale zesileny systémem

dynod nebo opakovanymi kolizemi na prubéziné zakrivené
dynodé, zesileni az 108 krat

Zakrivena dynoda
Systém dynod

signal out
{x 105)

signal out
x 10%)

Elektronovy
nasobic s polem

,‘r,qw'yﬂ“



Detekce iontu

Fotonasobic — ionty dopadaji na konverzni dynodu, uvolni se elektrony, dopadem na
fosforovou desticku uvolni fotony, které se zesili ve fotonasobici, zesileni az 10> — 107 krat,
delSi Zivotnost

i1on beam

—p detector

\ \\
phosphorescent

photomultiplier
tube

Faradayova klec — dopadajici ionty narazeji na povrch dynody, ktera emituje elektrony a
indukuje se proud, ktery je nasledné zesilen a zaznamenan, malo citlivy, ale robustni,
velmi presné na izotopicka méreni

induced

current




Spojeni MS a separacnich technik

Proc¢ spojeni? Muzeme v jedné analyze zaroven separovat i identifikovat slozitou smés
latek, kombinace vyhod obou technik

Nejcastéjsi spojeni s plynovou chromatografii (GC-MS) a kapalinovou chromatografii
(HPLC-MS)

Hlavné pro analytickou chemii



Idetnifikace bakterialnich patogent pomoci MALDI-TOF MS

‘ | MS' spectra

@ Isolation l
l Signature ion detection @
e

Lipid Extraction

/- k I [ l Reference Database

laser @ Anaiy&s l
1 Mass spectral pattern matching @

: Al . ) .
o \ e . P
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{ / / -

MALDI-TOF

Lipid Barcode=|dentification




Vyuziti MALDI-TOF MS pro identifikaci/diagnostiku bakteridlnich
patogenu

identifikace se provadi z kolonii ziskanych kultivaci na agarovém médiu

- preneseni kolonii na MALDI tercik

- zakdpnuti rozetrené kolonie kapkou matrice (bakterie: alfa-cyanohydroxyskoricova
kyselina, kvasinky: kyselina mravenci)

- nanést na tercik pozitivni kontrolu (ref. bakterie, E.coli...) a negativni kontrolu (matrix)

- zaschnout, vznik smésného krystalu

- vlozeni do pfistroje, zméreni MS spektra

1. Pick Colony 2. Smear on Target Slide

@

4. Load in VITEK*MS 3. Add Matrix (Formic Acid - Yeast)

A




- MS poskytne raw spektrum, které je treba normalizovat a zbavit Sumu (= denoising)
- takto zpracované spektrum poskytuje prehled klicovych pikt potfebnych k dalsi
analyze

JLLL;AL M L e | Basatine

subtraction,
de-noising

L

Raw spectrum
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- pfi identifikaci jsou ziskana spektra srovndvana se spektry jednotlivych druht v db

- kazdy bakteiralni druh je charakterizonan jedine¢nym MS spektrem

- vétsSina MS pikd pochazi z ribozomdlnich proteint, nevice abudnatni

- pro rutinni diagnostiku neni tfeba jednotlivé peptidy/proteiny identifikovat, nutno je
ziskat jedinecné MS spektrum analogické molekuldarnimu paternu/fingerprintu

Bin 1 Bin 2 Bin 3 Bin 4 Bin5.... Bin 1300

S. aureus | | | I y3o
5 | Streptococcus
. aureus I pneumoniae
S. epidermidis | | |
L33
:33565 5502917 6255 |32+ ,h’f, e

C. freundii | | L34 L T Escherichia

. freundii 5381 L30% 737s] L3 1

ean 7872 $19 L24 coll

10300 11186
S. aureus 0 +20 0 -15 +4 -3

6346 2
=> weights for each bin: 3 sy TIM ';s;:-s s1e 520 o Pseudomonas

++ : highly species-specific (+15, +20....) . aeruginosa
+: moderately species-specific (+3, +4....) v
- : peak absent (-3, -4....)

: Absent and peak important for other species (-15)

* Biotyper library — 3740 reference spectra

« 22.0 = species identification

10% difference between species from next most closely related
spectrum required

« 1.7-1.999 = genus identification
« <1.7 =no identification

* Comparator: Phoenix

* Discrepant analysis: Conventional biochemicals +/- 16S rRNA
gene & gyrB sequencing




Idetnifikace bakterialnich patogent pomoci MALDI-TOF MS

| Ethanol—formic acid | | |
. . —71—* Mass spectrometry |
| extraction / | )

Computational
analysis

Bacterial {—~ { 80% TFA extraction |

.__sample \

Direct transfer




Identifikace rtiznych druhti v ramci rodu Bordetella pomoci
hmotnostni spektrometrie

Bordetella petrii

B. avium

B. trematum

1 | T J I[l Jr.ll : ]J..IILW_ e .ml,iu_ ..Jw LN Y

U'\ﬁ'\-n._n_ e

il it i
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4000 S000 myfz

Figure &

Overlay of mass spectra of B. pelfrii (blue), B. avium (red), and B. fremafum (black). Peaks specific for B.
petri are marked by the arrows. For display, mass spectra were smoothed by a five-point average
(Savitzky—Golay method) and baseline-subtracted.




Vyuziti hmotnostni spektrometrie k identifikaci bakterialnich druht

MS spektrum E. coli
NBRC 3972

(R B

=

..
—11437.78

“11777.46

[

Fig. 1 MS Spectrum of Escherichia coli NBRC 3972

Fig. 2 shows the MS spectra of various bacteria. As the mass spectrum differs according to the bacteria, this method
can be used to differentiate between bacteria.
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Fig. 2 Comparison of MS Spectra for Bacteria Species




A Erwinia papayae CFBP5189

IWiINia psicll CFEP3827

rwinia mallotivera CFEPZS03

Bacterial
sample

Erwinia blingos 661 NCPPDES1

Erwinia bilngae 660 NCPPBSS0

Pactcbacterusm cactcicum CFEP3528

Brennena quercna CFBP3617
Ethanol ; Escherichia col K12-W3350
inactivation B Escherichia coi K12-1100

Erwinia trachephia CFEP2355

Erwinia toletana CFBPES31
Formic acid / rwinia thapontici CFBP3618
acetonitrile Erwinia persicing CFEP3622
extraction Erwinia pyrifoline EpSS7 (Japan)

Erwinia pyritcliae 1556 DSM 12163 (type stran)

TWinia pyritoliae 1796 DSM 12162

Mass 1Winio amyiovora MR1 (rubus)

spectrometry Erwinia amylovora LG (rubus)

Erwinia amylovora 273 ATCC 49945

l Erwinia amylovora CFEP1232 (type stroin

TWinia amylovora 1775 DSM 17848

Computational
analysis

Erwinia lasmaniensis 288 DSM 17948

Erwinio tasmonicnsis 189 DSM 17850 (type stran)

1 1
600 S00
Osstance Level

Figure 1. A: A general scheme of the procedure. Bacterial colonies are subjected to chemical treatment. Samples can be analyzed
within a few minutes by MALDI mass spectrometry and mass spectra are transferred to analysis and identification software. B:
Classification of bacteria. Based on the protein mass patterns, bacterial strains can be clustered hierarchically. A dendrogram generated by this
approach including a comprehensive set of Erwinia type strains was displayed. Species with distance levels over 500 had completely different mass
signal patterns. Comparison of spectra of these species for a distance measure was thus uninformative. Strains clustering with distance levels lower

than 500 could be classified up to the species and partially to subspecies level. The limit of resolution was set by the distances derived from
measurement variability.




Peptidové mapovani s vyuzitim hmotnostni spektrometrie
pro studium proteomu stafylokokového bakteriofaga

Stépeni trypsinem MALDI TOF MS/MS

identifikace proteinu

prirazeni k sekvenci DNA, srovnani s databazi MS spektrum
identifikace ORF


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:PhageExterior.svg
http://www.rbej.com/content/2/1/71/figure/F5

Conclusions

MALDI-TOF identification of bacteria/yeasts represents a low reagent cost,
high specificity, reduced turn-around time method for bacterial
identification

The clinical trial for the VITEK*MS showed a high level of species

identification accuracy for multiple clinically relevant species of bacteria
and yeast

Integrating MALDI-TOF into the Anaerobic Bacteriology bench can have a
dramatic effect on patient care while saving valuable bench time

Its important to develop a well thought out plan for MALDI on each bench
to maximize efficiency

v" This technology does not supersede the expertise of trained microbiologists

¥ Gram staining, colony morphology, and limited biochemical testing need to
be used to identify errors




