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MALDI hmotnostni spektrometrie pro analyzu kovy znacenych proteini

Teorie

PRINCIP MALDI

Laserova desorpce/ionizace za Ucasti matrice (MALDI) — mékka ioniza¢ni technika; prevaziné
dochazi k tvorb& molekularnich iontd [A+H]*, kde A je analyt a H je atom vodiku. Na MALDI
desticku je nanesen analyt smichany s matrici (prevainé organické kyseliny), kterd je v
nadbytku, aby absorbovala vétSinu energie laseru. Po vysuSeni nanesené smési a vytvoreni
vrstvy krystalk(i matrice s analytem se vlozi MALDI desti¢ka do iontového zdroje. Nasledné se
vznikld skvrna ozafi nanosekundovymi laserovymi pulsy. Po absorbovani energie laseru
matrici dochazi k desorpci matrice spolu s analytem; matrice se zaroven ionizuje a predava
svlj naboj (proton) molekuldam analytu. Diky vioZzenému extrakénimu napéti dochazi k
transportu iontl analytu do priletového hmotnostniho analyzatoru. NejpouZzivané;jsi lasery v
MALDI-TOF jsou uvedeny v tabulce 1. Schéma MALDI je zndzornéno na obrazku 1.

Typ laseru Vinova délka
UV-MALDI
N, 337 nm
Nd:YAG (3xf) 355 nm
Nd:YAG (4xf) 266 nm
ArF 193 nm
(fragmentuje!)
IR-MALDI
Er:YAG 2.94 um
co, 10.6 um

Tab. 1: Lasery v MALDI [1].
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Obr. 1: Schéma MALDI [2].

V MALDI-TOF MS spektrech v positivnim mddu Ize kromé jedenkrat nabitych molekularnich
iontd [A+H]* pozorovat také vicendsobné nabité ionty analytu [A+2H]*, [A+3H]**, dimer
analytu [2A+H]", adukty analytu s alkalickymi kovy a/nebo s matrici [A+Na], [A+K]*, [A+MH]?,
[A+MK]", iontové klastry, napf. [2M+Nal+, fragmenty matrice, analytu (ztrata funkéni
skupiny), apod.

MALDI-TOF MS se moc nehodi pro analyzu hmotnosti pod cca 500 Da, protoZe zde rusi
intenzivni piky iontd matrice, jejich aduktl, fragment(, atd.

PRINCIP TOF
Praletovy hmotnostni analyzator (Time-of-flight, TOF) — analyza hmotnosti iont( na zakladé
doby jejich letu v priletové trubici. Méfi se Cas, ktery iont potfebuje k prekondni vzdalenosti

od iontového zdroje k detektoru. Mérna hmotnost ?se nasledné maze priblizné vypocitat
podle nasledujiciho vztahu:
£2

m—ZU
z € L2

kde t je doba letu, L je délka driftové zény, U je vloZzené napéti, e je elementarni naboj, m je
hmotnost, z je naboj.
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Obr. 2: Schéma praletového hmotnostniho analyzatoru [navod k pfistroji]. PCIS — precursor

ion selector.

Mezi vyhody praletového hmotnostniho analyzatoru patfi [3]:

proto délat sken

z jedné skvrny a tyto spektra pak zprimérovat
vysoka citlivost diky dobré propustnosti iont(

zpozdéné extrakce

po kazdém pulsu laseru je vidy zaznamenano celé hmotnostni spektrum, nemusi se

’ . , v m . . v
analyza molekul o velmi vysoké hodnoté ~ rozsah je teoreticky neomezeny

kratkd doba zdznamu jednoho spektra — to umozinuje mérit nékolik set spekter

vysokého rozliseni lze dosahnout diky pouziti reflektoru (iontového zrcadla) a

Reflektor (iontové zrcadlo) — prvek TOF analyzatoru, ktery umoznuje zvysit rozliSeni vlivem

zaosttovaciho efektu, kdy ionty s vétsi kinetickou energii pronikaji

hloubéji do reflektoru a

tim dochazi k prodlouZeni jejich doby letu oproti iontdm s mensi kinetickou energii, ale se

stejnym pomérem

m v, s . . v . v ,
— . Napéti na elektrodach reflektoru ma opacnou polaritu nez ma
zZ

urychlovaci napéti na mrizkach iontového zdroje — diky tomu dochdzi ke zpomalovani iontu

az k obraceni sméru jejich letu a dopadu na druhy (reflektorovy) detektor.

Zpozdéna extrakce — diky zpoZzdéné extrakci dochazi ke zpoZzdéni urychleni iontli z iontového

zdroje po jejich desorpci a ionizaci laserovym pulsem. Urychlovaci napéti se aplikuje kratce

po desorpci a ionizaci molekul vzorku, diky tomu dochazi v urcité mire k vyrovnani rozdila
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v pocatecnich rychlostech iontl vzniklych pfi desorpci. Nevyhodou je, Ze zpozdéna extrakce

.. , v , . m
funguje jen ve vymezeném, pfedem zvoleném intervalu P

MATRICE

Mezi nejbéznéjsi typy matrice patfi kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA), kyselina
2,5-dihydroxybenzoovd (gentisova; DHB), kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova
(sinapova; SA), 2’,4’,6’-trihydroxyacetofenon (THAP), kyselina 3-hydroxypikolinova (3-HPA),
dithranol (DIT), kyselina trans-3-indolakrylova (IAA). V tabulce 2 je popsano, k ¢emu se ktera
matrice hodi.

Analyt Pouzita matrice
peptidy (< 10 kDa) HCCA, DHB
peptidy, proteiny (> 10 SA, DHB
kDa)

oligonukleotidy (< 3 kDa) THAP
nukleové kyseliny (>3 HPA

kDa)

syntetické polarni DHB
polymery

syntetické nepolarni DIT, IAA
polymery

sacharidy DHB, CHCA, THAP

Tab. 2: Vybér matrice podle analytu [1].

PRIPRAVA ANALYTU PRO MERENI

Pfed vlastnim mérenim je potfeba provést vybér vhodné matrice a rozpoustédla pro dany
typ analytu. Vybér probiha na zdkladé kombinaci rliznych matrici s rlznymi rozpoustédly a s
analytem.

Zakladni aspekty pro pfipravu analytu jsou nasledujici [3]:

e matrice musi byt v nadbytku nad analytem; ¢pqtrice = 1000¢4na1yty

e roztok matrice by se mél pfipravit vidy Cerstvy pro dany den

e pH roztoku matrice musi byt kyselé pro analyzu v positivnim médu; pro okyseleni se
pouziva napf. kyselina trifluoroctova (TFA)

e I podil organického rozpoustédla ... I rychlejsi odpareni rozpoustédla ... | méné
Casu pro tvorbu krystalkd matrice s analytem
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e analyt se musi kompletné rozpustit a mél by byt Ciry, pfipadné se provede jeho
purifikace (odsolenim,...)
e MALDI desti¢cka musi byt Cista

Mezi hlavni zplisoby naneseni roztok( analytu a matrice na desticku patfi [3]:

e dried-droplet — roztok analytu se smicha s roztokem matrice v poméru 1:1 a vznikla
smés se nanese na desticku

e quick and dirty — roztok analytu se s roztokem matrice smicha az pfimo na desticce;
vétSinou se jako prvni nanese roztok matrice, poté roztok analytu a nakonec se
pomoci Spi¢ky mikropipety smichaji

e overlayer — nejprve se na desticku nanese roztok matrice v koncentrovaném
organickém rozpoustédle (nejcastéji acetonu), pak se nanese smés roztoku analytu s
roztokem matrice

e sandwich — jako prvni se nanese roztok matrice s vysokym obsahem organického
rozpoustédla, poté se nanese roztok analytu a nakonec se nanese roztok matrice s
mensim obsahem organického rozpoustédla

e fast evaporation — nejprve se nanese roztok matrice s vysokym obsahem organického
rozpoustédla, pocka se, az se rozpoustédlo vypari, a poté se nanese roztok analytu

e vagcuum drying — postup je stejny jako u fast evaporation, akorat se rychlost
vyparovani rozpoustédla urychli pomoci snizeného tlaku

KALIBRACE MALDI-TOF MS

V hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF se kalibruje pouze osa x; osa y je vétsSinou
normalizovana — nejvétsimu piku ve spektru je pfifazena 100% intenzita. Kalibrace se provadi
pomoci pripravené kalibracni smési standard( peptid(i nebo proteint, podle toho, v jakém
rozsahu % se bude méfrit. Pro hmotnosti do cca 500 Da lze ke kalibraci vyuzit pik( matrice,
pro hmotnosti v rozsahu 1000 — 5000 Da se vyuzivd smési standard( peptidl a pro
hmotnosti od 5000 Da vyse se vyuziva standardu proteind, syntetickych latek, apod.
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Teorie

Chemikalie
e voda, ACS
e acetonitril (ACN); 50% ACN
e koncentrovany amoniak
e koncentrovana kyselina octova
e koncentrovana kyselina trifluoroctova (TFA); 1% TFA; 0.1% TFA
e kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA)
e kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova; SA)
e kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova; DHB)
e standardy protein(i a peptidl — viz tabulky 3 a 4

Pomiucky
e mikrozkumavky
e mikropipety

PRIPRAVA ROZTOKU MATRICE
Pro zrychleni rozpousténi se vyuzije ultrazvukova lazer; nasycené roztoky matrice se pak
centrifuguji a na MALDI desti¢ku se nanasi pouze homogenni roztok.

e kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapovd; SA) — rozpusti se cca 10 mg v
500 pl ACN, prida se 400 pl vody a 100 ul 1% TFA

e kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA) — stejna priprava jako u SA

e kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova; DHB) — stejna ptiprava jako u SA

PRIPRAVA VZORKU

Pripravi se smés 4 peptidl smichanim stejnych objema (napf. 10 pl kazdého peptidu) jejich
vodnych roztokl o koncentraci 1 mg/ml, kterd poslouZi pro kalibraci pfistroje pro méreni
peptidl vzniklych Stépenim proteind. Vyberou se peptidy z nasledujici tabulky (podle
dostupnosti):

Peptid [M+H]’, monoizotopickd  [M+H]’, primérna m/z [Da]
m/z [Da]
Bradykinin 1-7 757.3992 757.86
Angiotensin Il 1046.5418 1047.19
Angiotensin | 1296.6848 1297.49
Substance P 1347.7354 1348.64
Bombesin 1619.8223 1620.86
Renin Substrate 1758.9326 1760.03
* * 5 C~ 0..
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ACTH clip 1-17 2093.0862 2094.43
ACTH clip 18-39 2465.1983 2466.68
Somatostatin 28 3147.4710 3149.57

Tab. 3: Standardy peptidl a hmotnosti jejich molekularnich iontd [5].

Ddle se pfipravi zasobni roztoky standard( proteind o koncentraci 1 mg/ml (pokud jiz nejsou
ptipravené alikvoty v mrazaku) — proteiny se rozpusti ve vodé okyselené TFA. Pfipravi se taky
smés téchto standardu pro kalibraci pfistroje pro méreni proteinu.

Vyberou se 3 standardy z nésledujici tabulky (podle dostupnosti):

Protein Primérné m/z [Da]
Insulin [M+H]" 5734.51
Ubiquitin | [M+H]" 8565.76
Cytochrom C [M+H]" 12360.97
Myoglobin [M+H]" 16952.30
Trypsinogen [M+H]" 23982
Protein A [M+H]" 44613
Albumin-hovézi [M+H]" ptiblizné 66.5 kDa
(BSA)

Tab. 4: Standardy protein(i a priimérné hmotnosti jejich molekularnich iont( [6,7].

NANESEN{ VZORKU NA MALDI DESTICKU

Pfed nanesenim vzork( je nutné se presvédCit, Ze je desticka Cistd. Nanaset se bude
metodou quick and dirty. Vidy se nanese 1 ul roztoku matrice a 1 pl roztoku vzorku a
opatrné se roztoky smichaji $pickou mikropipety. Je vhodné nanést vzorky blizko sebe; VZDY
JE POTREBA SI POZNACIT POZICI NA DESTICCE. Po naneseni véech vzorkd se skvrny nechaji
vyschnout pfi laboratorni teploté (pfipadné v digestofi za snizeného tlaku).
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Obr. 3: Fotka MALDI desti¢ky “MTP 384 massive” od Bruker Daltonik
Na desticku se nanese:

e samotny roztok matrice SA, HCCA a DHB (pro pfipadné zméreni piki samotné
matrice),

e roztok kalibrac¢ni smési peptidl + matrice HCCA (nanesou se 3 skvrny),

e roztok kalibracni smési proteinl + matrice SA (nanesou se 3 skvrny),

e roztok kalibracni smési protein(i + matrice DHB (nanesou se 3 skvrny),

e vodné roztoky proteinli + matrice SA,

e vodné roztoky protein( + matrice DHB,

e digest proteinu pred purifikaci + matrice HCCA,

e digest proteinu po purifikaci + matrice HCCA,

e supernatant digestu proteinu (z gelu) pred purifikaci + matrice HCCA,

e supernatant digestu proteinu (z gelu) po purifikaci + matrice HCCA,

e extrakt supernatantu digestu proteinu (z gelu) pred purifikaci + matrice HCCA,

e extrakt supernatantu digestu proteinu (z gelu) po purifikaci + matrice HCCA.

MERENI NA BRUKER ULTRAFLEXTREME

1. MALDI desticka s nanesenymi a vyschlymi skvrnami se nasadi na adaptér a stiskne se
tlaCitko PUSH (obrazek 4A). Pocka se aZ se kryt dostane doll (obrdzek 4B) a pak se
pomoci palce oddéla krytka (obrazek 4C-E). Vlozi se MALDI desticka s adaptérem a
krytka se opét zavre.
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NanoBioMetalNet

Obr. 4: Zavadéni MALDI desticky do iontového zdroje [navod k pfistroji].

2. Po zavieni krytky se zmackne zelené tlacitko LOAD/EJECT (obrazek 5). Pocka se, aZ se
MALDI desti¢ka “usadi” v iontovém zdroji a az se rozsviti kontrolka READY. Ta znaci,

Ze pristroj je pfipraven k méreni.

TARGET

o
= ] -

SYSTEM

F\!@.@* & N“"&Q o

POWER

> @
=1

Ob#.°5"Kontrolky na prednim panelu Bruker ultrafleXtreme [ndvod k p¥istroji]

3. V hlavnim panelu programu flexControl (obrazek 7) se klikne na File—>Select method a
vybere se vhodnad metoda. Pro méreni peptidi se pouZije pfipravend metoda pro
peptidy s RP (reflector positive) a pro méreni proteinli metoda s LP (linear positive).

4. V poloice Sample Carrier se vybere vhodna desticka a nahraje se (pokud jiz neni

nahrana).

5. V polozZce Detection (obrazek 6) se zkontroluje rozsah % , ve kterém se bude méfit, a

pfipadné se upravi.

| Autcxecute | Sample Carrier | Spectiometer Delectlon Processing | Setup | Calibration | Status |

Mass Ranﬁe Mode
200 3800 (® Low Range
rl=) O Medium Range
6 ' '4ooo " '2000" 3000 4000 "S000 6000 7000 ' 8000 9000 10000 Da O HahRange
Detector Gain Sample Rate
Reflector: T J 217 x EI m ﬂl ﬂl-
an TR T [Mose Range e
200| GS/s
Electronic Gain Realtime Smooth Spectum
[ Regulsr ] [Enhanced] [ Highest | [ 100] miv 2 & piechiun Size: [ 102305 | pts Delay: | 30576 | pts
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Obr. 6: Polozka Detection programu flexControl

&R flexControl - ultraflex TOF/TOF - [RP_Pepmix_25kV.par]
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Obr. 7: Hlavni okno programu flexControl

6. Pred zacatkem kalibrace se otevie polozka Calibration (obrazek 8) a nacte se vhodny
seznam peptidl/protein( na kterych se pristroj zkalibruje. Pokud neni seznam uplny,
doplni se nazev proteinu/peptidu a jeho hmotnost. Je taky potfeba zkontolovat stav
pristroje — musi svitit zelend kontrolka READY a ACCES na pfistroji. V programu
flexControl lze vidét v pravém dolnim rohu ndpis READY a IN na zeleném podkladu
(IN znadi, Ze je desti¢ka vloZena a pripravena k méreni).
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AutcXecute | Sample Carrier | Spectrometer | Detection | Processing | Setup | Calitwation | Status
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Obr. 8: Polozka Calibration programu flexControl

7. Na schématu MALDI desticky v levé dolni ¢asti hlavniho okna programu flexControl
(obrazek 7) se klikne na pozici, na které by méla byt nanesena kalibraéni
smés/standard. Na kamere lze sledovat, jak se desticka posouva na pozadovanou
pozici.

8. V kolonce Shots pod kamerou se nastavi pocet, kolikrat bude laser ,palit” kratkymi
pulsy — tim se taky urci pocet spekter, které se z dané skvrny naméri a zprdméruji —
hodnotu nastavit na 500. Vhodnd energie laseru se nastavi na posuvniku napravo od
kamery — za¢ina se méfit s malou energii laseru a pomalu se posouva posuvnikem
nahoru, dokud dochazi ke zlepSovani kvality spekter. Jakmile se zacne zvedat
,baseline” spektra, pfestane se se zvySovanim energie laseru a nastavi se posuvnik o
zhruba 5% nize.

9. Klikne se na tlacitko Start pod kamerou a zacne se méfit. Pfi ,stfileni” laserem se
ruéné posouva destickou tak, Zze se mysi klikd na r(zné body na kamere. Po
,hastfileni“ celého predem nadefinovaného poctu spekter se zprlmérované
spektrum uloZi kliknutim na Save As (kliknutim na Save se prepiSe soubor se stejnym
nazvem) a popise se soubor.

10. V poloZce Calibration se klikne na Automatic Assign. Tim se pftifradi hmotnosti
namérenych pikd standardd peptidd k jejich referenénim hmotnostem z nacteného
seznamu. Zkontroluje se spektrum, zda piky odpovidaji referenénim hmotnostem (v
co nejmensim rozsahu %) a klikne se na Apply. Tim se pfistroj nakalibruje. V tabulce je

vidét jak moc se liSi namérend hodnota od hodnoty referenéni a vypoctena chyba.
Klikne se na Save a spektrum se znovu ulozi.

11. Zméfi se spektra proteinl a ulozi se.

12. Pro méreni proteinli se vybere metoda v rezimu Linear Positive (LP) a provede se
kalibrace pomoci nanesené smési standard( proteind.
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13. Zméfi se spektra jednotlivych proteinu a uloZi se.
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