Proteomika

Spektrometria mas

L jej zastosowanie do badan biatek



Spektrometria mas (MS)

* Metoda pozwalajgca na pomiar stosunku masy do
tadunku jonow (m/z)

— m/z mozna przeliczy¢ na mase
— jednostka m/z jest Thompson (Th): 1 Th = Da/1

* Spektrometr mas oddziatuje z czasteczkami przy
pomocy pol elektromagnetycznych

— pracuje na czasteczkach obdarzonych tadunkiem —
jonach



Krotka historita MS cz. 1

J.J. Thompsona 1899 — 1911
- 1912 widmo O,, N,, CO, CO,, itp. |
— 1913 izotopy 20Ne, 2Ne

Dempster, Aston, Conrad, Bainbridge

— pomiary masy atomow, zrodto jonow El, czasteczki organiczne, pokazanie
rownowaznosci masy i energii

1942 pierwsza komercyjna konstrukcja
Analizatory TOF, ICR, sektor magnetyczny i elektryczny, kwadrupol
1958 GC-MS

1966 Sekwencjonowanie peptydow



Krotka historia MS cz. 2

1968 Elektrorozpylanie (ESI)

1974 FT-ICR

1978 Tandemowy spektrometr mas (Triple Quad)
1983 MALDI

1984 Putapka jonowa
1999 Orbitrap
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Parametry spektrometru mas
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* Rozdzielczosc¢

— przy m/z np. 500 Th

intensywnos$¢

— doktadnos¢ [ppm|

rozdzielczos€ = 2000 7

2538 2542

* /akres pomiaru m/z stosunek masy do fadunku (m/z)
* Czutosc
* Zakres dynamiczny
* Szybkos¢
— pomiaru MS
— pomiaru MS/MS



Dane rejestrowane przez

spektrometr mas

* Widmo stosunku masy do tadunku (m/z
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Rozktad izotopowy

* |zotopy pierwiastkow

— wiecej ciezszych izotopow w duzej czasteczce

* Obliczanie tadunku

— piki co ~ 1 Da (neutron)

— 1/2 Th — tadunek 2
1/3 Th -3

— pamietac o protonach

* Malejaca rozdzielczosc

~1070 Da
m/z 536 Th 2+
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Widmo MS/MS

* Informacja o m/z prekursora (tutaj peptydu

* Mniejsze intensywnosci

20413mk_JKkC_trO2p130412_0Oul5_S #7100 RT: 53.64 AV:

T: FTMS + p NSI d w Full ms2 5655.78@hcd40.00 [100.00-1125.00]
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Zrodto jonow

Elektrorozpylacz (ESI) MALDI

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation

Natadowana kropla
jony sg przyspieszne
@ f w Kkierunku analizatora
A jon badanej

/’}go substancji w fazie
gazowej

Elektrorozpylanie
(Electrospray)

/!

Parowanie + Jony wyrzucane

z kropli

rozpuszczalnika

+
Igta / i / + czasteczka
(1000 - 8000V) A F / skrystalizowane;
— + matrycy
kapilara
Wnet
spek?r?):::tru czgsteczka

badanej substancji

metalowa ptytka (podtgczona do prgdu o napieciu okoto +30kV)

* Formowanie wigzki (lub pakietu) jonow i przestanie do analizatora
— optyka jonowa



Analizator masy

* Rozdziela jony pod wzgledem stosunku masy do
tadunku (m/z)

— Sektor magnetyczny/elektryczny (nie stosowany w proteomice)
— Analizator czasu przelotu (TOF)

— Kwadrupol

— Putapka jonowa

- FT-ICR

— Orbitrap



Analizator czasu przelotu
(Time Of Flight — TOF) Kolumna

przyspieszajgca

* Stosunkowo duza rozdzielczos¢ (do | |wedulator
jonow

kilkadziesiat tysiecy)

— w trybie ze zwierciadtem

* Pomiar do kilkunastu tys. Th analizator
czasu
przelotu

— bez zwierciadta nawet do milionow Th

., . ., 5x10"Torr
* DosS¢ duza czutosc

* Praca impulsowa Ostona

* Wrazliwy na zmiany temperatury

* tatwo wysycic¢ detektor Zwierciadto

elektrostatyczne



Kwadrupol

* Filtr masy

— moze przepuszczac szeroki
zakres m/z

* Pomiar poprzez skanowanie

— mata sprawnosc - _\b_ jon 0 zbyt matym
on stosunku masy do fadunku (m/z)

— mata rozdzielczos¢

ﬁ jon 0 oczekiwanym

stosunku masy do tadunku (m/z)

* Inne zastosowania niz

pomiar masy

on jon o zbyt duzym
S stosunku masy do tadunku (m/z)

{}z}@

— selekcja jonow

— analiza znanych czgsteczek



Putapka jonowa

Utrzymuje jony wewnatrz analizatora
Pomiar poprzez wyrzucanie jonow o okreslonym m/z

_iniowa (moze byc podwojna) lub trojwymiarowa

Duza czutoscé
Mata rozdzielczosc¢
Szybka praca

Mozliwosc selekcji

L fragmentacji jonow

— requta 1/3




FT-ICR

(analizator cyklotronowy z Fourierowskg transformacja wynikow)

* Rodzaj putapki jonowej

* Jony wprowadzane do silnego pola magnetycznego (zwykle >5T) zaczynaja
poruszac po torach kotowych

* (Czestotliwos¢ obieqgu jonu wokét osi jest zalezna od m/z

* Jony moga by¢ wzbudzane falg o odpowiedniej czestotliwosci
- mozna wzbudza¢ wiele jonéw falg ztozona

* Detekcja przez rejestracje pradu wzbudzaneqgo przez przelatujace jony w
elektrodach
— czestotliwos¢ pradu wzbudzanego przez jon o okreslonym m/z mozna wyliczyc

— fale ztozong z wielu czestotliwosci mozna przeksztatci¢ w widmo czestotliwosci przy

pomocy transformaty Fouriera
— widmo czestotliwosci mozna przeliczy¢ na widmo masy

— jony nie uderzaja w detektor
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Cechy FT-ICR

Najwyzsza rozdzielczosc (do 106)s

— zwiekszenie rozdzielczosci poprzez ustawienie czasu pomiaru
Najwieksza doktadnos¢ (<1 ppm)

Duza czutosc

Dos¢ duza szybkosc (zaleznie od rozdzielczosci)

Duzy zakres dynamiczny

Pomiar m/z do 10 tysiecy

Wymagane zastosowanie magnesu nadprzewodzaceqo

— Duze rozmiary

— Wysoka cena



Orbitrap

Rodzaj putapki jonowe]
Rozdzielczos¢ 250 ~ 700 tys.
Duza czutosc

Duza szybkos¢

Dobry zakres dynamiczny

Detekcja bez zderzenia

— transformata Fouriera

Brak magnesu nadprzewodzaceqgo
- tanszy niz FT-ICR

Najnowszy typ analizatora

— ciagty rozwdj

¢

wigzka jonow |
q J >

jony wprowadzane

do analizatora \
Orbitrap

ruch wokot
si analizatora

elektroda
centralna

=N




Spektrometry tandemowe
L hybrydowe

* Iriple Quadrupole

Q-TOF

Q-FTICR

Putapka lintowa FT-ICR

Orbitrap Velos/Elite (podwdjna putapka + Orbitrap)
Q-Exactive (kwadrupol — Orbitrap)

Orbitrap Fusion



Q-TOF

Kolumna
Argon przyspieszajaca

|

Komora kolizyjna
+ Heksapol

Electrospray Stozek

Heksapol

Modulator

|:| jonow Detektor
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.

System pomp
prézniowych ~— 5x10"Torr

_Optyka analizator
jonowa

czasu
przelotu

Ostona

Zwierciadto

Podobna konfiguracja w Q-FT-ICR elektrostatyczne



Orbitrap Velos/Elite
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Podobna konfiguracja w LTQ-FTICR



Q-Exactive

HyperQuad Mass Filler with Advanced  a4vanced Active

HCD Cell C-Trap Quadrupole Technology (AQT) Beam Guide
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Orbitrap Fussion
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Oprogramowanie

Obstugujgce spektrometr

— wewnetrzne komputery urzadzen

— komputer PC potaczony z urzgadzeniem

* Programowanie maszyny i rejestracja danych
Przegladanie surowych widm i chromatogramow
Wstepne przetwarzanie danych z przebiegow

— generowanie plikow zawierajgcych masy jonow macierzystych it potomnych
(.MGF, .PKL, itp)

ldentyfikacja peptydow i biatek
— komercyjne: Mascot, Sequest

* poprawiacze wynikow/sumowanie wynikéw: Percolator, PeptideProphet, MScan

— darmowe: X!ltandem, MaxQuant (Andromeda)

Narzedzia wspomagajace np. Protein Prospector



