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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie patii v poslednich letech

se vyvijejicich analytickych metod. Také jiz neni chapana
jako pouha detekéni metoda, pfifazena za nejriznéjSimi
separaénimi technikami, ale v mnoha svych obménach
naléza uplatnéni v riznych biotechnologickych oblastech,

oblastech vyzkumu jako jsou genomika, metabolomika, ¢i
v dne$ni dobé nesmirné popularni proteomika. Jednou
z nejperspektivnéjsich hmotnostné spektrometrickych me-
tod je metoda iontové cyklotronové rezonance, ultracitliva
a nedestruktivni metoda pfindSejici spektra s nejlepSim
rozliSenim a piesnosti.

Princip iontové cyklotronové rezonance s vyuZzitim
Fourierovy transformace (zkracené¢ FT-ICR MS nebo jen
FTMS)™ je zaloZen na pohybu iontli v homogennim mag-
netickém poli tak, jak k nému dochazi v cyklotronové
(ICR) cele. Ionty vznikaji v iontovém zdroji za atmosféric-
kého tlaku a postupn& prochézi pres n€kolik stupnli se
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vzristajicim vakuem az do ICR cely s tlakem v fadech
107'° az 107" mbar a teplotou blizkou absolutni nule. ICR
cela, kterd je ve své podstaté elektromagnetickou iontovou
pasti, je umisténa uvniti prostorové homogenniho supravo-
divého magnetu s vysokym statickym magnetickym po-
lem. Tento permanentni magnet je zpravidla chlazen ka-
palnym héliem a dusikem. Pro nabité ¢éstice v cele plati,
ze magneticka sila dana Lorenzovym zdkonem (rovnice /)
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plsobici na ¢astici o hmotnosti m a naboji z, a pohybujici
se rychlosti v uvnitf homogenniho magnetického pole o
magnetické indukcei B, je v rovnovaze se silou odstfedivou.
Diky této rovnovaze (rovnice 2) dochazi k jeji radialni
stabilizaci a pohybu po spiralovité draze o poloméru »
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Elektrostatické pole aplikované na zachycovaci elek-
trody pak stabilizuje ionty axidln¢ tim, ze jim zabrailuje
opustit celu podél osy magnetického pole (obr. 1). Magne-
tickd sila a rychlostni slozka v, kterda je kolma
k magnetickému poli B, pak zplisobuji, Ze nabité ¢éstice
rotuji po urcenych drahach s danou frekvenci. Frekvence
tohoto cyklotronového pohybu £ je dana rovnici 3
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z je naboj iontu a e je jednotkovy naboj. Cyklotronova
frekvence iontu je tak nepfimo imérnd hodnot& m/z. Ionty
v cele nejprve rotuji po nizkych orbitach. Pii nasledné
aplikaci rychlého frekven¢niho napét'ového pulzu na exci-
tacnich elektrodach je jejich pohyb excitovan a ionty se
stejnymi hodnotami m/z se synchronizuji do oblakii kohe-
rentné se pohybujicich iontt. Pohyb téchto oblakt excito-
vanych ionti, které jsou v rezonanci s excitacnim napétim
a pohybuji se na vysSich orbitach, je sledovan méfenim
stiidavého proudu, ktery je pfi priletu indukovan na de-
tekénich elektrodach. Frekvence tohoto indukovaného
proudu je stejné jako cyklotronové frekvence f; a intenzita
je umérna poctu iontd. Zménou frekvence excitaéniho
napéti dojde ke zruSeni rezonance pro oblak o daném m/z,
a tim dojde k relaxaci a padu téchto iontl zpét na nizké
orbity. Jiny oblak iontd o rozdilné hmotnosti, ktery je
v rezonanci s novym napétim, je ale excitovan a vySe zmi-
nénym zpusobem detegovan. Méfenim cyklotronovych
frekvenci pro vSechny m/z v pozadovaném hmotnostnim
rozsahu se ziskd komplexni spektrum vsech detegovanych
frekvenci proti ¢asu (konvoluované frekvencni spektrum).
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Obr. 1. Schématicky nakres usporadani cely iontové cyklotronové rezonance a zpusobu ziskavani hmotnostnich spekter metodou

FTMS

Jeho néslednou dekonvoluci metodami Fourierovy trans-
formace se ziska spektrum intenzit proti dekonvoluova-
nym frekvencim a toto spektrum se nésledné transformuje
na format standardniho hmotnostniho spektra intenzit proti
hodnotam m/z (obr. 1).

Na rozdil od ostatnich hmotnostné spektrometrickych
metod nedochazi v FTMS pii detekei ionth k jejich de-
strukci na detektoru. Této vlastnosti je s vyhodou vyuziva-
no pro provadéni dalSich experimentd na zachycenych
iontech, jako jsou nasledné fragmentace v cele, studium
reakci v plynné fazi, disociace iontll nebo interakci mezi
iontem a molekulami. Diky tomu, ze frekvence je fyzikal-
né¢ meéfitelnd veliCina, stanovitelnd s vysokou pfesnosti
a magnetické pole supravodivého magnetu v FTMS systé-
mu miZe byt vysoce homogenni a stabilni, mtze byt také
hodnota m/z ziskana touto metodou urcena s vysokou pres-
nosti. Z téchto diivodii je FTMS zndm4 jako metoda, pfi
které se dosahuje vysokého rozliseni (>100 000 pii m/z
1000), vysoké presnosti hmoty (az na trovni sub ppm), ale
i vysoce presné rozlisené izolace ionti pred MS/MS nebo
MS" experimenty™®. Mezi nejrizngjsi aplikace této vysoce
pfesné hmotnostné spektrometrické metody patfi analyzy
velmi komplikovanych smési’®, vzorki pro kombinatorial-
ni chemii®'’, studie pro zjistovani a charakterizaci struk-
tur''™%, proteomické studie'*'*, nebo screening 1é¢iv'¢%,

Pro proteomické studie, mezi které patfi identifikace
proteint ¢i ovéfovani jejich sekvence, de-novo sekvenova-
ni nebo charakterizace post-translacnich modifikaci
(PTM), Ize v FTMS s tispéchem vyuzit nékolik moznych
fragmentacnich technik. Patfi mezi n€ kolizn¢ indukovana
disociace (CID — z angl. Collision-Induced Dissociation)'’,
trvalé mimorezonanéni ozafovani (SORI — z angl. Sustai-
ned Off-Resonance Irradiation)®, infratervena multifoto-
nova disociace (IRMPD — z angl. Infra-Red MultiPhoton
Dissociation)?' nebo disociace zachytem elektroni (ECD —
z angl. Electron Capture Dissociation)***. Protoze exci-
tatni Cas pouzivany pro tyto MS/MS techniky (kromé
SORI) je vrozsahu od nékolika 10 ms do nckolika
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100 ms (cit.**?7), jsou tyto popisované metody vyhodnym
feSenim pro spojeni ,,online” se separacnimi metodami
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)™ nebo
v uréitém piipadé téz kapilarni elektroforézy (CE)™.
Elektrosprej (ESI)™’' a MALDI (z angl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization)*>** jsou v sou-
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ioniza¢ni techniky, vyuzivané v proteomice. Vybér vhodné
ionizacni techniky vzdy zavisi na zptsobu pfipravy vzor-
ku, jeho predfrakcionaci ¢i na pouzité separa¢ni metod¢.
A protoze Castd vyména ESI a MALDI ioniza¢nich zdrojt
znamena nejen ztraty pracovniho Casu pfistroje, ale také
zvySsuje riziko poruch, velmi vyhodnym feSenim mutize byt
pouziti kombinovaného zdroje CombiSource®!. Plné auto-
matickd zdména jednoho iontového zdroje za druhy v da-
ném kombinovaném zdroji pak trva pouhych 60 sekund.

Obecné plati, ze nejriznéjsi proteomické studie se
vyznacuji velkym rozsahem pozadavkd na instrumentaci,
vzdy v zavislosti na cilech dané studie. Také plati, ze
FTMS je hmotnostné spektrometricka technika, ktera nabi-
(ESI, MALDI), tak pro naslednou fragmentaci molekul
(CID, SORI, IRMPD, ECD). Ob¢ tyto vyhody, navic
v kombinaci s nepfekonatelnymi vykonnostnimi parametry
pristroje (citlivost, presnost, rozliSeni), délaji z techniky
FTMS nejuniverzalngjsi nastroj, pouZzitelny nejen pro pro-
teomické studie. Na nasledujicich ptikladech aplikaci bu-
dou popsany a diskutovany vyhody zmifované univerzal-
nosti a kvality pristroji FTMS.

2. Metody

FTMS hmotnostni spektrometry APEX-Q firmy Bru-
ker Daltonics (Billerica, MA, USA) jsou standardné osazo-
vany supravodivymi magnety o magnetické indukci 7, 9,4
nebo 12 Tesla s aktivnim stinénim. Také jsou dodavany
s kombinovanym ionizacnim zdrojem ,,CombiSource®,
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Obr. 2. Schématicky nakres usporadani FTMS hmotnostniho spektrometru Apex-Q firmy Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA)

vyuzivajicim elektrosprej Apollo v kombinaci se zdro-
jem MALDI. Kompletni schéma tohoto pfistroje je ukaza-
no na obr. 2. V pripadé ionizace vzorku s vyuZzitim témét
ortogonalniho ESI zdroje Apollo vzniklé ionty nejprve
prochazi vyhiivanou sklenénou kapilarou (K), kde jsou
odpafovany pfipadné zbytky solventu. Tyto zbytky spolu
s potencialné vzniklymi neutralnimi molekulami jsou na-
sledné¢ zachyceny na iontovém trychtyfi (z angl. funnel
nebo skimmer), pfes ktery prochéazeji studované ionty do
systému s vy$§im vakuem (P,). Nasledn¢ je jejich pohyb
usmérnén prvnim hexapolovym vodi¢em iontt (HO) a poté
vstupuji do druhého linearniho hexapdlového vodice iontd
HI, ktery muze byt také vyuzit jako linearni iontova past
(kumulacni hexapo6l). Hexapodlovy iontovy vodi¢ HO je
umistén na pohybujici se platformé, na které je zaroven
umistén i MALDI tercik.

V ptipadé pouzivani MALDI zdroje tak pohybujici se
platforma odsune hexapol HO z drahy a pfed H1 ptedsune
MALDI tercik. Stejné jako vSechny ostatni MALDI pfistroje
firmy Bruker Daltonics m4 i ptistroj APEX-Q MALDI ter-
¢ik ve standardnim formatu mikrotitraénich desticek (MTP,
z angl. MicroTiter Plate) s 384 pozicemi pro nanaSeni
vzorki. Také v tomto pfipadé 1ze kromé klasickych ocelo-
vych MALDI terc¢iki vyuzivat patentované technologie
AnchorChip, kdy je povrch teréiku pokryt hydrofobni vrst-
vou a pouze na jednotlivych pozicich jsou mista
s hydrofilnimi kotvi¢kami, které slouzi k lepSimu zkoncen-
trovani a homogennimu usychani vzorku na ter¢iku. Mezi
nejveétsi vyhody této technologie patii bezesporu zvySena
citlivost a rozligeni piistroje®”. MALDI teréik se mize
pohybovat v osach X a Y a tim lze bud’ manualné nebo
automaticky ozafovat laserem jakoukoli z 384 pozic se
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vzorkem. Po laserovém néstielu jsou molekuly desorbova-
ny z matrice a ionizovany pfimo do kumula¢niho hexapdlu
H1. V MALDI modu je soucasn¢ s laserovym pulzem
poustén do hexapolu HI kolizni plyn, ktery ma za kol
zchladit desorbované a ionizované molekuly. Desorbované
ionty tak lze pfed vstupem do ICR zchladit a hromadit
v H1, ktery slouzi jako jednoducha linearni iontova past.
Prepnuti z MALDI médu do ESI a zpét je principalné vel-
mi rychlé, probiha automaticky fadové v desitkach sekund.
selektivni iontové optiky pro FTMS systémy, ktera slouzi
k selektivni akumulaci a/nebo disociaci iontl jeSté pied
vstupem do vlastni cely ICR, vyrazné obohatil moznosti
FTMS instrumentace’®’. Prvni &ast iontové optiky piistro-
je APEX-Q je tvofena kvadrupolovym hmotnostnim fil-
trem Q1, za kterym je umisténa hexapolova kolizni cela
H2. Tonty tak mohou byt kumulovany bud’jiz v linearni
hexapolové pasti Apollo zdroje H1, nebo v hexapdlové
kolizni cele H2. Vyhodou kumulace iontd az v hexapdlu
H2 je jeji vysokd selektivita, protoZze se hromadi pouze
ionty o piesné vybraném m/z, které jsou pied tim izolova-
ny pii pruletu kvadrupdlem Q1. Timto zplisobem muize byt
napfiklad zvySena pro ionty s velmi nizkym pfirozenym
vyskytem jejich populace v hexapdlu H2 jesté pied jejich
fragmentaci. Tento typ kumulace iontll pak vede k vyraz-
nému zvySeni citlivosti pristroje v MS/MS moddu. Aby
bylo mozné provést fragmentaci ionti v kolizni cele H2
(CID), musi se snizit kompenzace stejnosmérného proudu
v H2, ¢imZ se ziska spravna kolizni energie, dlleZitd pro
fragmentaci iontil. Na zavér jsou vSechny fragmenty posla-
ny do ICR cely kanalyze. Ztoho divodu se vSechna
FTMS spektralni data vyznacuji vysokou presnosti zméfe-
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nych hmot a rozlisenim.

Kromé vySe zminovaného zplsobu kumulace a na-
sledné CID-fragmentace v hexapolu H2 se v FTMS instru-
mentaci vyuzivaji dal$i fragmentacni techniky, pouZivané
pfimo v cele ICR: SORI, IRMPD a ECD. V ptipad¢ frag-
mentacni techniky SORI se v podstaté¢ jednd o typ CID
fragmentace, kdy se pomoci dusikového pulzu zvysi tlak
v cele ICR az na 10°® mbar a souc¢asné se akceleruji ionty
pomoci mimorezonan¢niho radiofrekvenc¢niho urychlova-
ciho napéti, které je obvykle nastaveno o 1-2 kHz nizsi
ne cyklotronova frekvence studovanych iontd®®. Pokazdé,
kdyz je cyklotronova frekvence iontl ve stejné fazi
s frekvenci mimorezonan¢niho napéti, dojde k jejich
urychleni, naopak pokud jsou v opa¢né fazi, dojde k jejich
opétovnému zpomaleni. Urychlené ionty koliduji s atomy
dusiku v cele a pfi kazdé kolizi dojde k dodani malého
mnozstvi excitani energie témto iontim. Tim, Ze se tento
proces opakuje v fadech stovek cykli za sekundu, dochéazi
k dodani dostatecného mnozstvi energie pro vlastni nizko-
energetické fragmentacni procesy. Nové vzniklé fragmen-
ty ale jiZz nejsou v rezonanci s radiofrekven¢nim urychlo-
vacim napétim, a proto nedochdzi k jejich urychlovéni
atim dal§i fragmentaci. Nevyhodou této fragmentacni
techniky je jeji relativni pomalost oproti IRMPD a ECD
z diivodu nutnosti zavadéni a nasledného odvadéni kolizni-
ho plynu dusiku z ICR cely.

Druhym a podstatné rychlejSim zpiisobem nizkoener-
getické fragmentace je vyuziti excitace paprskem infracer-
venych fotonti (IRMPD). Pro IRMPD zptisob fragmentace
je pouzivan laser CO, s maximalnim vystupnim vykonem
25 W (Synrad, Mukilteo, WA, USA), ktery je umistén za
vlastnim magnetem s celou ICR (obr. 2). Laserovy paprsek
prochézi do vlastniho vakuovaného prostoru s celou ICR
pres BaF okénko a nasledné otvorem ve stiedu duté katody
ECD z opacné strany nez piichézeji ionty (obr. 3). S kaz-
dym absorbovanym fotonem dochazi k absorpci malého
mnoZzstvi energie peptidickymi ionty a jejich excitaci. Pro-
toze dochazi k absorpci velkého mnozstvi fotont, je tato
vyslednd a prostorové distribuovand energie dostatecna
pro nizkoenergetické fragmentace absorbujicich nabitych
molekul. Na rozdil od SORI vsak nové vzniklé fragmenty
dale absorbuji energii z ptichazejicich fotonti a dochazi
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Obr. 3. Detailnéj$i nakres uspoiadani ICR cely a fragmentac-
nich technik IRMPD a ECD
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k jejich dalSim nizkoenergetickym fragmentacim. Z toho
ditvodu jsou IRMPD fragmentacni spektra bohat$i na men-
§i fragmenty a jsou tim mén¢ specificka nez spektra SORI.

Treti fragmentacni metodou provadénou uvnitf cely
ICR je ECD fragmentace, kterd se od SORI a IRMPD
vyrazné li§i. Aby bylo moZné pouzit IRMPD a ECD tech-
niky zaroven bez jakychkoliv uprav, byla vytvorena nepfi-
mo zahfivana davkovaci katoda prstencovitého tvaru®™.
Toto usporadani pak dovoluje provadét vysokorychlostni
ECD fragmentaci prstencovitym proudem pomalych elek-
trond o nizké energii (< 1 eV), ktery je kolmy na celu ICR.
Pokud nékolikanasobné nabity iont v ICR cele zachyti
elektron, uvolni se velké mnozstvi energie a dochazi
k rychlé fragmentaci. Jako nejpravdépodobnéjsi princip
této fragmentace se povazuje princip tzv. ,.horkého vodi-
kového atomu‘*’. Pfi ném dochazi k zachyceni elektronu
funk¢ni skupinou s nasobnym nabojem na pozitivnim ion-
tu (typicky protonovany Arg, Lys, His nebo terminalni
aminokyselina), ¢imz dojde k neutralizaci naboje a tvorbé
radikaldi nebo iontl s nesparovanym elektronem. Néasled-
kem toho dochazi k rychlému rozpadu vazby N-H a uvol-
néni ,horkého* vodikového atomu s pfebytkem energie
cca 6 eV. Tento vodikovy atom se piesouva podél peptido-
vé patefe k funkeni skupiné s vysokou afinitou k vodiku,
(napt. skupina NHCO), kde je znovu navazan. Diky lok4l-
nimu prebytku energie pfinesené vodikovym atomem do-
chézi k rychlému rozpadu vazby N—Ca.. N -Koncovy pep-
tidovy fragment pak reprezentuje produktovy iont C-typu
a C-koncovy peptidovy fragment reprezentuje produktovy
iont Z-typu. Diky vysoké rychlosti tohoto fragmenta¢niho
procesu nedochazi k distribuci excitaéni energie pies dalsi
atomy v molekule a lze ziskat fragmenty obsahujici i jinak
labilni post-transla¢ni modifikace, které se pti pouZiti niz-
koenergetickych fragmentaci ztraceji. Z toho duvodu je
ECD vhodnou fragmentacni technikou nejen pro sekveno-
vani peptidi a malych proteint, ale také pro zjistovani
post-translacnich modifikaci.

Postupné nebo soucasné pouziti SORI, IRMPD
aECD a fragmentace na identické skupiné iontd chyce-
nych v cele ICR v ramci jednoho FTMS experimentu do-
voluje ziskat vicestupnova MS/MS/MS data. Tato vysoka
flexibilita vymény/piepinani mezi IRMPD a ECD v ramci
stejného experimentu je velice vyhodna béhem analyz
proteinovych Stépeni, popt. analyz celych proteint. Obec-
n¢ pak plati, ze moznost provadéni IRMPD a ECD experi-
mentl je jednou z hlavnich vyhod FTMS instrumentace ve
srovnani s tandemovymi spektrometry typu trojity kva-
drup(')l nebo QTOF, které dovoluji provadét pouze Casové

Pro vSechny zde zmlnované proteomické analyzy
s vyuzitim FTMS instrumentace byl pouzit systém kapali-
nové chromatografie Ultimate NanoLC od firmy Dionex/
LC Packings, ktery byl doplnén autosamplerem Famos
a prepinacem mikrokolon Switchos II. Pouzity prutok byl
200 nL min~' p#i 90-120 min gradientu acetonitril/voda.
Pro separaci byla pouZita 75um PepMap kolona od firmy
LC Packings.
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Vyhoda robustnosti kombinované-
ho ionizac¢niho zdroje

Obrovskou vyhodou kombinovaného ESI/MALDI
zdroje ,,CombiSource* je, ze béhem prepinani mezi témito
mody neni tfeba systém stdle kalibrovat ani jinak ladit.
Nasledujici experiment ukazuje stabilitu a robustnost sys-
tému i pfi Castém automatickém pfepindni mezi mody.
V tomto experimentu byl pro méfeni pouzit peptid LHRH
(s monoizotopickym pikem MH" 1183,56432 Da), ktery
byl stiidavé ionizovan pomoci MALDI i ESI. Bé&hem
30 min doslo 20x k automatické vyméné moda. Piesnost
ziskanych dat v ESI moédu byla 0,81 ppm (standardni od-
chylka 0,2 ppm) a v MALDI médu 1,18 ppm (odchylka
0,45 ppm) jak ukazuje tabulka I.

3.2. Unikatni rozlisSeni i pro vysoké¢
hmotnosti

Rozliseni systému APEX-Q mutze dosahnout az hod-
not vétSich nez milion. Obr. 4 ukazuje MALDI spektrum
Substance P (MW 1346,728 Da) s rozlisenim 1,8 milionu
pfi pouziti magnetu o indukci 9,4 Tesla. Pfi téchto rozlise-
nich mohou byt izotopicky rozliseny kompletni proteiny.
Obr. 4 ukazuje ESI hmotnostni spektrum intaktniho BSA
(albumin v hovézim séru, MW 66 430 Da). Jak je vidét
z obr. 4, je v tomto spektru mozné pozorovat a jasné¢ rozli-
Sit 1 malé aduktivni ionty. Nicméné méfici Cas pro ziskani
tohoto FT spektra je cca 5 s, coz je relativné dlouhd doba,
ktera neodpovida typické sitce pikit HPLC. Z toho duvodu
bylo toto spektrum zméteno v infuznim experimentu. Pro-
toze vétsina parametri FTMS pfistroje se zlepSuje linearné
nebo kvadraticky se zvySujicim se polem magnetu®, je
pouziti FTMS instrumentace s lepS§imi magnety dilezité
pro provadéni experimentl také na Casové skale HPLC
(jednotky az desetiny sekund). Obr. 5 ukazuje ESI spekt-
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rum intaktniho proteinu karbonathydrolyasy (MW 29 022
Da) s plnym izotopickym rozliSenim, ziskanym za 0,5 s na
FTMS pfistroji s magnetem 12 Tesla.

Tabulka I

Ukazka robustnosti kombinovaného ioniza¢niho zdroje
CombiSource na hodnotéach presnosti zméfenych hmot pro
peptid LHRH (MH" 1183,56432 Da) pfi automatickém
stiidani ionizaci ESI a MALDI

Zdroj Experimentalni Pfesnost hmot
hmota [Da ] [ppm]
MALDI 1183,56225 1,75
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56312 1,01
ESI 1183,56366 0,56
MALDI 1183,56311 0,85
ESI 1183,56330 0,86
MALDI 1183,56323 0,69
ESI 1183,56334 0,83
MALDI 1183,56323 0,92
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56218 1,81
ESI 1183,56346 0,73
MALDI 1183,56262 1,44
ESI 1183,56342 1,33
MALDI 1183,56230 1,71
ESI 1183,56346 0,73
MALDI 1183,56311 1,02
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56357 0,63
ESI 1183,56344 0,74
Priimér z MALDI 1183,56292 1,18
Priimér z ESI 1183,56337 0,81

M } 44+

MM‘U“U H|| \|

‘ l'll HI ||\| \|“ ml\“\l"\

1510 &

1511 0 m/=z

- T 1 - T - 73 T T 715 - T T
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Obr. 4. Ukazka vysokého rozliseni piistroje na pIné rozliSeném ESI spektru pro intaktni BSA (albumin v hovézim séru, MW 66 430 Da)
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3.3. Unikatni pfesnost zméfenych hmot
v MS spektrech

Stejné kvalitni vysledky jako pro celé proteiny
o vysokych hmotnostech 1ze samoziejmé ziskat i pro pro-
teinové Stépy. Obr. 6 ukazuje BPC (Base Peak Chromato-
gram) pro albumin hovéziho séra (BSA), Stépeni a MS/MS
spektrum vybraného piku. Jak lze zjistit z vyhledavani
v databazi MASCOT, jsou pfesnosti méfené hmoty pro

Int.
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Obr. 5. Ukazka vysokého rozliSeni pristroje na izotopicky
rozliSeném ESI spektru pro intaktni protein karbonathydro-
lyasu (MW 29 022 Da)
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MS spektra (dilezité pro experimenty proteinového otisku
prstu — PMF, z angl. Peptide Mass Fingerprinting) a MS/
MS spektra v pruméru 0,5 ppm, resp. 1,2 ppm (standardni
odchylky jsou 0,78 ppm, resp. 1,78 ppm). Vyhledavani
v databazi MASCOT bylo provedeno s toleranci chyby
uréeni MS spektra 5 ppm a chyby ur¢eni MS/MS spekter
10mDa a ziskané vysledky vyhledavani vedly k jedno-
znac¢nému urceni proteinu BSA na zakladé vysokého poctu
pozitivnich nalezti v databazi (obr. 6). Pfesnost métené

vvvvvv

metrem pro vyhledavani PMF v proteinovych databazich.
Se zvySujici se presnosti se omezuje moznost falesnych
pozitivnich nalezii v databazi a urychluje se vyhledavaci
cas.

3.4.Vysoka pfesnost hmotnosti
v MS/MS spektrech

Také pro ziskana MS/MS data je velmi dilezita pies-
nost méfené hmotnosti vzorkid. V nékterych piipadech
totiz mize byt velmi dilezité rozliSovat 1 malé rozdily
v sekvencich na zaklad¢ ultrapfesnych MS/MS spekter.
Obr. 7 ukazuje napf. FT MS/MS spektrum ze §tépeni pro-
teinu albuminu v lidském séru (HSA — Human Serum Al-
bumin). Pokud by toto MS/MS spektrum bylo pouzito pro
vyhledavani s povolenou chybou hmoty 50 ppm (coz je
typické hodnota pro spektra z iontovych pasti), z databaze
MASCOT by byly ziskany dvé podobné peptidové sekven-
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Obr. 6. Ukazka piesnosti piistroje pfi méfeni MS a MS/MS spekter pro PMF experimenty a jejich duleZitosti pro jednoznaéné

vyhledavani pomoci databize MASCOT
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Obr. 7. Ukazka vlivu presnosti méfeni MS/MS spekter na
jednoznac¢né urceni proteinu albuminu v lidském séru pomoci
databazového vyhledavani MASCOT; a) obr. ukazuje vysledek
vyhledavani pii povolené chybé 50 ppm a b) obr. pfi povolené
chybé 5 ppm
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Obr. 8. Ukazka vysoké presnosti izolace a fragmentace v ICR
cele na spektru aminokyseliny homocysteinu o m/z 269,0625;
v cele ICR lze izolovat a separatn¢ fragmentovat dva riizné piky
s minimalnim rozdilem hmot

ce zruznych Zzivocisnych druhi, vtomto pfipadé z mysi
a ¢lovéka (obr. 7a). Hmotnostni rozdil téchto dvou sekven-
ci je pfitom pouhych 36 mDa, danych rozdilem hmotnosti
aminokyselin Gln a Lys. Takovyto vysledek by ptitom
vedl k ivaham, zda se jedna pouze o kontaminant, ktery se
dostal do vzorku v ramci laboratorni pfipravy, nebo zda se
jedna o peptid dulezity pro lidsky protein. Pokud by se
vSak jednalo o spektrum z FTMS a kritérium povolené
chyby hmoty pro vyhledavani by bylo 5 ppm, vysledek
z databdze by jednoznatné€ odhalil protein jako lidsky
(obr. 7b).
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3.5.Moznosti ultrapfesné izolace
a fragmentace

FTMS poskytuje nejen MS/MS data s vysokou pies-
nosti hmotnosti a rozliSenim. V piipad€, Ze k izolaci
a fragmentaci iont dochazi v ICR cele namisto ve vnéjsim
kvadrupolu Q1 a hexapolu H2, je tato izolace pred vlastni
fragmentaci extrémné presna. Obr. 8 ukazuje tento vyhod-
ny zpusob izolace na spektru aminokyseliny homocysteinu
0 m/z 269,0625. V tomto spektru se krom¢ piku aminoky-
seliny vyskytuje také jeden neznamy pik, ktery je posunut
pouze o 185 mDa. Oba piky pfitom mohou byt v cele ICR
izolovéany a nésledné fragmentovany individualng. Pouziva
se k tomu technologie korelovanych harmonickych exci-
tacnich poli CHEF (z angl. Correlated Harmonic Excita-
tion Fields), ktera vychazi z principu fragmentace SORI
(cit.*'™). Tuto technologii lze susp&chem vyuZit pro
izolaci nasobnych iontd pro kterykoli z MS" fragmen-
tacnich krokd. Navic 1ze pomoci prvotni izolace na Ql
jesté minimalizovat pocet jinych nezadoucich iontl pied
vstupem do cely ICR.

3.6.Rizné mozZznosti fragmentace iontd

CID je homogenni (ergodicka) fragmentacni technika,
pri které dochazi k distribuci energie mezi vSechny kolizi
excitované ionty a pfipadn€ vede k disociaci na mistech
nejslabsich vazeb. Napf. u post-translacné modifikovanych
(PTM) peptidi dochazi obvykle k fragmentaci na nejvice
labilnich vazbach, tedy vazbach na danou modifikaci.
Ve vétsing piipadd tedy tato MS/MS spektra nedovoluji
zadnou interpretaci, ktera by vedla k identifikaci umisténi
vazebného mista PTM v peptidu.

Na druhé¢ strané ECD indukuje fragmentaci elektrono-
vym paprskem s nizkou energii letictho uvnitf cely ICR,
ve které se spiralovité pohybuji zachycené ionty.
V piipad€, Ze né€kolikanisobné nabity iont zachyti elek-
tron, dojde k uvolnéni velkého mnozstvi energie a dochazi
k okamZité fragmentaci v mist¢ nebo blizko zachytu elek-
tronu. Mechanismus této fragmentace je vysvétlen intra-
molekularnim prenosem vodiku, ktery ma za nasledek
rychlou fragmentaci pfed nahodnou distribuci vzniklé
energie. Okamzitou fragmentaci dochazi ke vzniku frag-
mentd, které obsahuji labilni PTM a které by byly pfti pou-
ziti fragmentace CID ztraceny. Z toho divodu muize byt
ECD technika pouzita nejen jako dal$i pomocnik pro zjis-
tovani sekvence peptidi a malych proteint z MS/MS
spekter, ale také a predevsim muze byt a byva pouzita pro
zjiStovani pozic labilnich PTM. FTMS je v soucasné dobé
jediny hmotnostni analyzator, ktery je schopen provadét
ECD experimenty, jelikoz je to jedind iontov4 past, ve
které elektrony a mnohonasobné nabité ionty mohou exis-
tovat spolecné pfi relativné nizkych energiich. Obr. 9 zob-
razuje MS/MS spektrum ECD fragmentace fosforylované-
ho peptidu. Na rozdil od CID fragmentace v Q1 je pouze
ECD fragmentaéni technika schopna odhalit PTM threoni-
nu na pozici T3.

ECD je sama o sob€ velice efektivni fragmentacni
technikou, v kombinaci s IRMPD vsak navic dovoluje
disociace velkych peptidi nebo dokonce intaktnich a vyso-
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Obr. 9. MS/MS spektrum fosforylovaného peptidu, ukazujici
moznost pouZiti ECD fragmentace pro jednozna¢né urcovani
post-transla¢nich modifikaci v proteinech ¢i peptidech

ce odolnych proteint*’. IRMPD pracuje na principu ozafe-
ni matetskych (prekurzorovych) iontl intenzivnim prou-
dem infracervenych fotond o Sifce cca 2 mm. Fragmentace
poté probiha smérem od ozafenych, tzv. ,horkych® ionti.
Diky dobrému prostorovému prekryti infracerveného pa-
prsku s oblakem vzniklych primarnich fragmentt je Casto
mozné provést jejich dalsi efektivni excitaci a pfipadnou
sekundarni fragmentaci. Obvykly postup fragmenta¢nich
experimentdl na iontech proteint v cele ICR je jejich exci-
tace proudem infracervenych fotond a nasledné fragmenta-
ce pomoci ECD. Timto zpisobem pak vznika vysoky po-
¢et nasobné nabitych iontl a tyto jsou vyuZivany pro pies-
né ovéfeni proteinovych sekvenci.

4. Zavér

Jak bylo ukadzano na nékterych ptikladech v tomto
¢lanku, je technologie FTMS v soucasnosti nejkvalitnéjsi
hmotnostné¢ spektrometrickou metodou, kterd muize byt
pouzita pro nejriznéjsi (nejen) proteomické studie. FTMS
se vyznacuje moznostmi ziskat spektra s maximalnim roz-
lisSenim a ptesnosti hmot, kromé toho se jedna o metodu
velice citlivou. Navic se FTMS instrumentace firmy Bru-
ker Daltonics vyznacuje vyraznou modifikovatelnosti a to
jak na strané plné automatickych kombinovanych ESI/
MALDI zdrojii, tak na strané moZznych izolacnich a frag-
mentacnich technik. Moznost osazeni magnety o sile az
12 Tesla déla z téchto instrumentd i velmi rychlé spektro-
metry, které Ize spojovat s rychlou HPLC, nanoLC nebo
dokonce CE. VSechny tyto vyhody a nesporné kvality
FTMS instrumentace jsou bohuzel vyvazeny jeji relativné
vysokou cenou, kterd v soucasnosti brani jejimu masove;j-
Simu rozsifeni. Bezesporu se ale jednd o technologii
se zajimavou budoucnosti.
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M. Witt® “ Scientific Instruments Co., Brno, Czech Re-
public,, * Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany):
Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance Mass
Spectrometry as the Most Precise and Flexible Method
in Proteomics and its Application

This paper reviews the application of FT-ICR mass
spectrometers for various proteomic purposes and pre-
sents on several examples advantages over other mass
spectrometry approaches. FT-ICR MS shows uncompara-
bly high resolution. Numerous isolation and dissociation/
fragmentation techniques, such as SORI and ECD
(Electron Capture Dissociation), or their combina-
tion, give precise  information about studied proteomic
samples.



