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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - Definice

v Hmotnostni spektrometrie (zkratka MS z anglického Mass
spectrometry) je fyzikaln¢ chemicka metoda.

v' Metoda umoznujici ur¢it molekulovou hmotnost chemickych
latek.

v" Prvky a molekuly jsou charakterizovany svou hmotnosti a tou se
vzajemn¢ odliSuyi.

v’ Méfime pseudomolekuldrni ionty v plynné fazi (M*, M+H",
M+Na*, M-H-, atd.).



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - Definice

v" Hmotnostni spektrometr generuje ze vzorku ionty v plynné fazi,
rozd¢li je podle poméru hmoty a naboje (M/z) a zaznamena
hmotnostni spektrum = grafické znazornéni ¢etnosti iontu na hodnoté
m/z.

v" Fragmentace iontu v hmotnostnim spektrometru umozni ziskat
strukturni informaci, ktera se vyuziva pii:

Identifikace latek
Urceni struktury



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - Definice

Narmalni tlak

Vlezeni
vzorku

Iontovy
zdroj

Relativni Intenzita

Snizeny tlak

Hmotnestni
analyzator

Detektor

Pocitac

=— m/z




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - Historie

W | D E 8 & R E E N

George Lucas http://www.mymovie-
downloads.com/sci-
http://www.starwarstoymuseum.com/lucas.html fi/index.html



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Historie

v' Prvni védeckd hmotnostné spektrometricka aparatura byla
vyvinuta Francisem Williamem Astonem na zacatku dvacatého stoleti
(Mass Spectrograph, Phil. Mag. 38, 209 (1919)).

v' Aston vyuzil hmotnostni spektrometrii pro studium izotopu, za
coz obdrzel v roce 1922 Nobelovu cenu v oboru Chemie.

Francis William Aston

www.nobelprize.org



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Historie

Hmotnostni spektrometrie
je mrtva, vse je hotovo.

Francis William Aston,
1934




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE - Historie

v" Hmotnostni spektrometrie pomalu vyvijela smérem ke zménam
V Instrumentaci.

v 1940 — C. Berry vyvinul Elektronovou ionizaci (Electron
Impact, El).

v' 1950 - 1960 — Hans Dehmelt a Wolfgang Paul vyvijeji techniku
zvanou Iontova past. Jejich vyzkum doslova ztroskotal na
nedostateCné technologii, diky které nebyli schopni realizovat své

plany.

v' 1950 - 1970 — Hmotnostni spektrometrie je pouzivana Vv
petrochemickém primyslu pro analyzu kvality produktt rafinace
ropy (velké finan¢ni naklady).



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Historie

70-80-ta l1éta — Rozvoj pocitacu jde
vyraznym zpusobem kupredu

N WikipEDIA H |

Free project

[
fview Tools & Q) ¢ 7%

ENIAC, 1947-1955

O, XDA Ili PDA Phone, 2005

www.nobelprize.org



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Historie

v' Hans Dehmelt a Wolfgang Paul ziskali v roce 1989 za objev
techniky nazvané ,,Iontova past“ Nobelovu cenu v oboru Fyzika.

Hans Dehmelt a Wolfgang Paul

www.nobelprize.org



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Piesnost

v’V roce 1988 John B. Fenn a Kiochi Tanaka nezavisle na sobé
objevili tzv. mékkou desorpci/ionizaci biomolekul, za kterou byli v
roce 2002 vyznamenani Nobelovou cenou za Chemii.

v' Franz Hillenkamp a Michael Karas vyvinuli v roce 1987
techniku zvanou Laserova desorpce za tcasti matrice (angl. Matrix-
assisted laser  desorption/ionization). Jejich  objev  zistal
,,nepovSimnut®.

John B. Fenn a Kiochi Tanaka
www.nobelprize.org



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Izotopy

v' Chemické prvky se vyskytuji v pfirodé jako smés izotopu.
|zotop je oznaceni pro nuklid v ramci souboru nuklidid jednoho

prvku.

v' Jadra atomu izotopu jednoho chemického prvku maji stejny
pocet protonti, ale mohou mit rozdilny pocet neutronti. Maji tedy
stejné atomoveé Cislo a rozdilné hmotové Cislo a atomovou hmotnost.

v Uhlik:

v Brom:

98,90 % 12C

1,10 % 13C
Monoizotopicka hmotnost 12,000000/13,003355
Pramérna hmotnost 12,011

50,69 % Br

49,31 % 81Br
Monoizotopicka hmotnost 78.918/80.916
Prumérna hmotnost 79.904



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE — Izotopy

Piitomnost izotopu (1°C, 1°N, 180, ...) se
projevi na tvaru piku.
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Unikatni vlastnosti hmotnostni
spektrometrie

Specifita
Rychlost

Jednoduchd interpretace dat



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Cisla k zapamatovdni
(1 mol ~ 6.023 x 1023 molekul)

mold molekul
1 zrnko soli
10-9 ~ 1 ug ~ 20 nmol 1015
1-10 pmol pro CBB
10-12 1 pmol pro Edmanovo odb. 1012
100 fmol pro stribrem barvené
gely

10-1 1 fmol: jedna kopie v 107 bunék 10°
10-17 4 10 amol: ICR FTMS 106
10-21 10 zmol: Tontovd past 103

(300-1000 iontd)




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

MALDI ionizaéni proces

> SAMPLE
@ MATRIX

TO ANALYZER

SAMPLE PROBE

LASER
3 ns 337 nm




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
MALDI ionizaéni proces

krystaly matrice

MALDI desticka a vzorku




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
MALDI ionizaéni proces

MALDI matrice
silna absorpce vinové délky laseru
e (matrice) >> € (analytu)
stabilita ve vakuu, netékava
prenos protonu (na analyt / z analytu) = ionizace
misitelnd se vzorkem v tuhé fazi

vzorek : matrice = 1 : 104-10°
solventy : MeOH, ETOH, MeCN, H,O, THF, aceton ...

UV-MALDI IR-MALDI
337 nm dusikovy laser 2.94 mm Er:YAG laser
355 nm Nd:YAG 10.6 mm CO, laser

266 nm Nd:YAG
solid state 1-200 Hz



kys. 2,5-dihydroxybenzoovd (DHB)

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

MALDI matrice
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
Naneseni vzorku na MALDI desticku

analyt FT "Dried droplet” r( matrice
(1010 M) || ./ (5-50g/L)

Y, Y,

X



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
Naneseni vzorku na MALDI desticku

"Thin-layer"

matrice (CCA, sinapova kys.)

T_'ﬂ
<= v acetonu, 1% voda
()

-
v

‘ 7 tenka homogenni
vrstva krystalu
analyt ﬁ L -
(10-5-105 M) | ] *
Il'u'. = 7*
é 7 == promyti == MS



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

) N
- r !
o I
2l

CCA - thin layer DHB - dried droplet
spatnd priprava



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
MALDI ionizaéni proces

- Mekka ionizace

* Mald nebo zadnd fragmentace, jednoducha interpretace
- Jednondsobné nabité ionty [M+H]*: [M-H]-

+ Analyza komplexnich smési

+ Rychléd a jednoduchd priprava a analyza

- Proteiny, peptidy, oligosacharidy, nukleotidy

syntetické polymery ... ’
- Tolerantni k detergentim, solim... ALE. .. %
- Kratkeé laserové pulsy: t ~ ns

-+ Spojeno s TOF analyzatorem



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Linearni Time Of Flight (TOF) analyzator

LASER M1>M2>M3

/ Ekm = Y2mv?
LINEAR

DETECTOR
ION FLIGHT TUBE

SOURCE




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Time Of Flight (TOF)
Analyzator s reflektronem

lons 1 and 2 have the same m/z

ION
SOuU RCE

Uacc

}/

REFLECTOR

DETECTOR 6N MIRROR




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Post-Source Decay (PSD)

LASER
F1 N —
P|P<. o

F2
ION ®
SOURCE | F3 ‘\ .

U acc

L-----J

DETECTOR REFLECTOR

100 F3

F2
P

l PSD SPECTRUM
l JL_.L 1 .

200 400 600 maz

F1

relative intensity [%]
8 588

ziskdni PSD spektra - postupné snizovani U reflektronu
zaznam segmentu = velmi pracné a zdlouhavé



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

TOF/TOF - LIFT metoda

Post Lift
Metastable _
Timed 5 5 Suppressor Gridless Reflector
Sample Target | lon Selector DE'.';' (PLMS)
J
! J _/
SToF1 i) |
|l = RN
| b =
S
Gridless DE
MALDI Source
Collision Detector
Cell Detector Analyzer

lon Source



- Identifikace
- Sekvenovani
- Charakterizace modifikaci

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE
Hmotnostni spektrometrie v analyze
biomolekul

Kontrola kvality/Cistoty
Urceni MW

+ Studium nekovalentnich komplex
Analyza smési
Relativni/absolutni kvantifikace

+ Studium 3D struktury s nizkym rozlisenim




HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
Identifikace proteinu

Jul“w- Lumg,_lm_iﬂ

otisk prstu ¢lovéka
"fingerprint"

= fingerprint proteinu/u



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Identifikace proteinu - princip

Protein Mass Mapping

YeRelative Abundance

Protein Identification by Best Fit to
Database Sequences

e e o e e S

R e W e | et Y
MDESELVOKAKLAEQAERYD




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Stépeni proteint

- Trypsin K/R- \-P
P

- Chymotrypsin Y/W/K/F - \-
- AspN -D

+ GluC E-, E/D- \-P
-+ ArgC R- \-P
- LysC K- \-P

- CNBr M-



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

\ersion 4.10.5
ProFound - Search Result Summary The Rockefeller Uniu.arrsg;:;:1 Edition

Protein Candidates for search pADgs10-058C-665C0112 [147357 2 sequences searched)
Rank | Probahility |Estd £ Protein Information and Segquence Analyse Tools (T)

T gil23272966]gblA AHIT127 1] AtpSb protein [Ivlus musculus]
1.0e-+H000 155 1gl6225128]splP94798ICHA0_FRATU 60 kDa chaperonn {Protein

Cpnél) (groEL protein)
2i232729661gblA AH3T7127 1] AtpSh protei ul 41 52 35663
2 lde00d4 029 , P30 protein [Mus musculus] ®
T 2l?220004)dH|BABO0E25 1] cdedS [Ciona intestinalis) 12 55 6629
T gi23272966|gbl8 AH37127.1] Atpsh protein [Vlus musculus] 41 52 5665
3 4.2¢-007 - T2TETEToMel]XP 228312 1] sirlar to autophagy J-Lke (5. cerevisige), o g5 5554
autophagy 5-hike [IvIus musculus] [Fattus norvegicus] = '
T gi23272966]gbl4 AH37127.1] AtpSh protein [Wlus musculus] 41 52 5665
4 3 6e-007 - Tall559971AlreflNP_ 253210 1| probable chemotaxs transducer 11 51 7235 ®
[Pseudoraoras asraginosa PADL] = '
Link to N L5 41 52 5665
g 9 3e-003 - ngQSQEQlDSIg}; 440301897 1] hyaluronan binding protein [Hormo 12 44 5632 ®
sapiens] ' '
T gil23272066]gb|A AH3T127 1| AtpSb protein [Mus rausculus] 41 52 5665
6 3.2e-008 - Tgil3643365)ref]NP_228409 1| hypothetical protein [Theraotoga 17 52 6200 ®
maritira] = = '
T gl23272966]sb|A AH37127.1] AtpSh protein [Wus musculus] 41 52 5665
7 1 Be-008 - Tgill3669227|ref]NP_ 242641 1| glycogen phosphorylase (glgP) 6 73 6100 ®
[Methanococcus jannaschi] - ' '
T 2i23272066]sb|lA AH37127.1] AtpSh protein [Vus musculus] 41 52 5665
g 7 0e-009 - Tgl29367646|gbl4 072667 1| centromere protein-like protein [Oryza 21 52 5998 ®
satrva (japonica cultrear-group)] = = '




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Parametry ovlivaujici ID proteinu

‘Databaze

C—p

‘Fyzikalné-chemické mmmp

‘Presnost méreni
‘Biochemicke
Nelplné stépeni

Modifikace

.l

=

» NCBInr
' SWESSEFM :‘ Taxonomie
- vlastni

MW a pI (- odhad z 2D gelu),
pouzitd protedza

zdvisi na spektrometru a kalibraci
spektra

Napf. trypsin :
AFHYTDKILGCVR

*Uplnd - alkylace cysteinu
-¢dsteénd - oxidace methioninu



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Identifikace proteinu

Protein na gelu nebo v roztoku

v

Stépeni proteinu

v

Bez vysledku

Peptidové mikrosekvenovani
(PSD, MS/MS)




HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
Peptidové sekvenovani

%HRelalive Abundance

Tandem Mass Spectral
Fragmentation Information

S ||

MDODKSELVQKEAKLAE
B e B B

Sequence and Protein Identified




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Fragmentace peptidu

R,

L
NH, CH COrNH- CH COINH-CH-CO{NH-CH-CO,H

N-konec C-konec




HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
Fragmentace peptidu

S-P-A-F-D-S-I-M-A-E-T-L-K MH* = 1410.6

b-ions* y-ions+*
88.1 S PAFDSIMAETLK 1323.6
185.2 SP AFDSIMAETLK 1226.4
256.3 SPA FDSIMAETLK 1155.4
403.5 SPAF DSIMAETLK 1008.2
518.5 SPAFD SIMAETLK 893.1
605.6 SPAFDS IMAETLK 806.0
718.8 SPAFDSI MAETLK 692.3
850.0 SPAFDSIM AETLK 561.7
921.1 SPAFDSIMA ETLK 490.6
1050.2 SPAFDSIMAE TLK 361.5
1151.3 SPAFDSIMAET LK 260.4
1264.4 SPAFDSIMAETL K 147.2




HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Bottom up vs. Top down

)

B /

Stépeni proteinu/smési

MS, MS/MS (na drovni

peptidu)
LC-MS(/MS)

DTB prohledavani

na bazi PMF, MS/MS

identifikace proteinu

Pre-frakcionace
Purifikace v plynné fazi
Urceni presné MW
MS/MS proteinu

DTB prohledavani pomoci MW
proteinu a sekvencniho ,tagu"

Zachovana informace o PTM
Vyzaduje FT-ICR MS



HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

PostTranslaéni Modifikace
zmeéena MW

- Disulfidické mustky (Cys-Cys) - Oxidace

+ Glykosylace - Acetylace
* Fosforylace + Zkraceni proteinu
- Acylace

- Ztrata N-konc.Met
*+ Glu -> pyro-6Glu



Shrnuti — Vyhledy do budoucna

Miniaturizace

Klinicke aplikace

,,Mass spec never lies*
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