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1. Uvod a definice

Lidova moudrost, ze ,,ve dvou se to 1épe tahne®, plati
i v oblasti hmotnostni spektrometrie. Pfistroj, ktery dovo-
luje provést postupnou dvou nebo vicestupfiovou hmot-
nostni analyzu, otevira $iroké pole moznosti, jak studovat
ionizované molekuly.

Ruku v ruce se v§eobecnym rozsitenim ionizace elek-
trosprejem (electrospray ionization, ESI) a laserové de-
sorpce — ionizace za ucasti matrice (MALDI) siln¢ vzrostla
poteba fragmentovat ionty za Gcelem strukturni analyzy,
kvantitativni analyzy a studia fyzikalné-chemickych vlast-
nosti iontll. Tandemova hmotnostni spektrometrie (THS)
dnes zaujima vyznamné postaveni a Siroké uplatnéni
v oblasti analytické hmotnostni spektrometrie. Z tohoto
divodu je ji vénovan samostatny referat, ktery pfimo nava-
zuje na teoretické i praktické zéklady z ostatnich piispévkl
v této publikaci.

Pojem tandemova hmotnostni spektrometrie se pouZi-
va pro experimenty a vysledky z dvojiho typu hmotnost-
nich spektrometru:

1. Dva hmotnostni
Vv prostoru.

2. Jeden analyzitor, ktery dovede zachytit specificky
ion, nasledné ho excitovat a zméfit hmotnostni spek-
trum vzniklych produktt — THS v Case.

V literatufe se setkame s pojmy tandemova hmotnost-
ni spektrometrie (tandem mass spectrometry) nebo také
MS/MS, ¢i MSMS, které graficky znazornuji podstatu
metody.

V obecném slova smyslu Ize koncept THS rozsifit na
vicenasobnou fragmentaci, obecné oznacenou podle poctu
stupiitt MS", kde n vyjadfuje pocet tandemovych stupiid
a tedy i pocet hmotnostnich analyz. V piipadé THS
v prostoru je praktické omezeni na maximalné 4 stupné,
nebot” iontovy proud se snizuje ztratami pfi priletu jednot-
livymi analyzatory. Navic také roste cena celého pfistroje.
Nejobvyklejsim usporadanim je dvojstupniovy tandemovy
pfistroj, ve kterém je mezi dva hmotnostni analyzatory
vlozena srazkova komora.

Pokud ma byt provedena tandemova analyza vyssiho
nez druhého stupné, je snaz§i experimentalné realizovat
sekvenéni fragmentaci v druhém typu tandemovych hmot-
nostnich spektrometri, kde lze postupné =ziskat az
8 fragmentacnich spekter (fragmentacni strom).

Chemie iontd v plynné fazi poskytuje zaklady energe-
tiky iontd a kinetiky rozpadi. Tandemova hmotnostni
spektrometrie predstavuje nejen praktické vyuziti teoretic-
kych znalosti o vlastnostech iontd, ale také metodu, ktera
umoznuje tyto fyzikalni vlastnosti ionti dale pfimo studo-
vat.

Typické méfeni v tandemové hmotnostni spektrome-
trii MS/MS (téz MS?) sestava ze ti krokii:

sebou THS

analyzatory za
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izolace iontu prekurzoru,

aktivace, vybuzeni vnitini energie iontu (napft. srazkou
s neutralnim plynem), po které nasleduje jeho rozpad,
analyza fragmenttl.

Nejbéznéjsi a technicky jednoduse proveditelny zpt-
sob vyvolani fragmentace je aktivace srazkami. Aby se
rozptylem nesnizovala intenzita ¢astic, jsou v praxi srazky
provadény bud’ ve srazkovych komorach (napt. kvadrupo-
lovych, hexapolovych), které soustied’uji ionty podél osy
pomoci radiofrekvencnich poli (THS v prostoru), nebo
v iontovych pastech (THS v Case).

Pro vybrané molekuly, které absorbuji elektromagne-
tické zareni na vhodné vlnové délce, lze vybudit rozpady
intenzivnim ozafenim iontd jak v ultrafialové, tak
i infracervené oblasti. Relativné novou metodou indukova-
ni rozpadi je reakce iontd s elektrony nebo s opac¢né nabi-
tymi ionty. Jak bude vysvétleno dale, rozpady indukované
alternativnimi technikami casto poskytuji novou a komple-
mentarni informaci o sloZzeni iontll ve srovnani s nejvice
pouzivanymi rozpady vyvolanymi srazkami.

Pro celkové porozuméni hmotnostné spektrometrické
analyze je tieba si uvédomit skuteCnost, ze k aktivaci
a rozpadu ionti mize dochazet i v jinych castech hmot-
nostniho spektrometru, hlavné pak na jeho zacatku.

a) Pokud ion molekuly ziskal vysokou hodnotu vniti-
ni energie jiZ pii ionizaci, rozpad mize byt spontanni nebo
dovrSeny srazkami. Ptikladem je klasicka elektronova
ionizace, fragmentace pii fotoionizaci nebo fragmentace
v dusledku srazek a reakci s molekulami matrice pfi
MALDI'".

b) U zdroju, kde k ionizaci dochazi za atmosférického
tlaku, je znacna pravdépodobnost srazkové aktivace pfi
pfechodu do vakuové komory analyzatoru, kde je stale
relativné vysoky tlak. Tento rozpad ve zdroji (in-source
fragmentation) muze odebirat celkovému signalu, ale mi-
ze byt také vyuzit jako dalSi stupen aktivace, zejména
u tandemovych pfistroji v prostoru.

Moderni hmotnostni spektrometry slozené ze dvou ¢i
vice rliznych analyzatort (hybridni hmotnostni spektrome-
try) jako napf. kvadrupdl TOF, kvadrupdl
s elektrostatickou pasti s vysokym rozlisenim, kvadrupol —
iontova mobilita — TOF, kvadrupol — iontova past — elek-
trostaticka past s vysokym rozliSenim, dovoluji provadéni
Casto slozitych experimenti. V tomto referatu uvedené
koncepty spojené s THS slouzi jako vhodny zaklad
k porozuméni i pokrocilym aplikacim soucasnym a budoucim.

1.1. Tandemova hmotnostni spektrometrie
Vv prostoru

Toto usporadani vyuziva dvou hmotnostnich analyza-
tort v sérii, prvni analyzator vybird prekurzorovy ion
a druhy skenuje produkty vzniklé po aktivaci ve srazkové
komofte naplnéné neutrdlnim plynem (nejcastéji argonem
nebo dusikem) umisténé v oblasti mezi analyzatory. Za
timto Gi€elem jsou spojovany rizné principy hmotnostnich
analyzator. Nejb&€zngj§imi kombinacemi jsou dva
kvadrupély, kvadrupél s analyzatorem doby letu,
kvadrupdl s elektrostatickou pasti s vysokym rozliSenim,
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dva analyzatory doby letu nebo dva sektorové analyzatory.
Skenovaci funkce pouzivané v THS

Spojeni dvou hmotnostnich analyzatori v prostoru
umoziiuje nékolik unikatnich skenovacich postupt
(funkci), kterd nelze provést s jednotlivym analyzatorem.
To je vyhodné pro rizna uplatnéni THS.

1. Sledovani produktovych ionti neboli sken produkti
(product scan), nékdy také sken dcefinych iont
(daughter ion scan). Tato skenovaci funkce umoziuje
ziskat informaci o produktech specifického prekurzo-
ru. Prvni analyzitor je nastaven na m/z prekurzoru
a druhy analyzator skenuje cely rozsah a méfi plné
spektrum fragmentovych iontl vzniklych z prekurzoru
aktivovaného srazkami.

2. Sledovani neutralni ztraty neboli sken neutralni
ztraty (neutral loss scan). Toto méteni poskytuje infor-
maci o vSech iontech, které se zmensi o stejnou nomi-
nalni hodnotu hmotnosti (napf. ztrata molekuly vody
odpovida snizeni o 18 Da). V tomto pifipad¢ skenuji
oba analyzatory, a to s konstantnim rozdilem m/z.

3. Sledovani prekurzorovych ionti neboli sken pre-
kurzoru (precursor scan), poskytuje informaci o vSech
iontech, které po aktivaci vytvoii fragment se stejnou
hodnotou m/z. Prvni analyzator skenuje celé spektrum,
zatimco druhy je nastaven pouze na hodnotu spolec-
ného produktového iontu.
Sledovani vybranych reakci (SRM - selected reacti-
on monitoring), také v literatufe popisované jako sle-
dovani mnoha reakci (MRM — multiple reaction moni-
toring). V tomto piipadé jsou po urity Casovy usek
oba analyzatory fixovany, prvni na m/z prekurzoru
a druhy na m/z produktu, a v piipadé sledovani vice
nez jedné fragmentacni reakce rychle pfeskakuji na
dalsi pary iontl podle potfeby experimentu. Protoze
ani jeden analyzator nemusi skenovat plné spektrum,
mize byt vice Casu vyhrazeno akumulaci signalu.
Tato skenovaci funkce je obdobou sledovani vybra-
nych iontd ve standardni hmotnostni spektrometrii
s jedinym analyzatorem (selected ion monitoring,
SIM), ale diky zaméfeni na fragmentacni reakci je
dosazeno vyssi citlivosti a specificity.
Sledovani prekurzoru nebo neutralni ztraty 1ze vyhod-
né pouzit pii analyzach smési, nebot’ umoziuji zaméfit se
na specifickou detekci podskupiny latek. Ptikladem mohou
byt fosfolipidy s cholinovou skupinou, nebo fosforylované
peptidy vzniklé enzymovym Sté€penim proteind. Tyto ske-
ny jsou piimo proveditelné pouze na hmotnostnich spek-
trometrech s hmotnostnimi filtry, které lze zafixovat na
urcité hodnoté m/z (kvadrupol, sektor).

Sledovani vybranych reakci je vyuzivano pro cilenou
analyzu jednoho ¢i vice analyti (malych molekul
<1000 Da, i peptid). Sledovani mnoha SRM kanal ve
spojeni s chromatografii (zejména LC a GC) je dnes stan-
dardni kvantifikacni metodou v mnoha aplikacnich oblas-
tech, pfedev§im pak ve farmaceutickém primyslu, pii
sledovéani Zivotniho prostiedi, kvality potravin nebo v kli-
nické chemii.
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1.2. Tandemova hmotnostni spektrometrie v ¢ase

Druhym zplisobem uskute¢néni tandemového hmot-
nostné-spektrometrického experimentu je postupné mani-
pulovani iontli v iontovych pastech (radiofrekven¢nich
a iontové cyklotronové rezonanci, FT-ICR-MS). Ionty
pfivedené z iontového zdroje naplni past a jsou zachycené
v periodickém radiofrekven¢nim elektromagnetickém poli.
Izolaci prekurzoru Ize dosahnout riznymi zptsoby, vsech-
ny ale zahrnuji zménu vysledného pole, aby si pouze ionty
prekurzoru zachovaly stabilni trajektorii. K nasledné akti-
vaci dochazi ndsobnymi srdZkami s plynem pfitomnym
v pasti (vétSinou inertni helium). U iontovych pasti jsou
produkty zachyceny a postupné vypuzeny do detektoru.
V ptipadé FT-ICR-MS lze ionty aktivovat srazkami s pulz-
vou aktivaci situovanou pied ICR celou. Cyklicky pohyb
iontll indukuje proménny signal, ktery je preveden Fourie-
rovou transformaci z ¢asové domény do domény frekvenc-
ni a vysledek je pouzit na zobrazeni hmotnostniho spektra
s vysokym rozliSenim. Pro uplnost je tfeba doplnit, ze
detekce iontu sledovanim indukovaného proudu je mozna
i v radiofrekvenénich pastech, ale toto usporadani se
v praxi ukdzalo jako technicky nevyhodné.

THS v Case je obvykle cenové dostupnéjsi, protoze je
zapotiebi pouze jediného hmotnostniho analyzatoru. Dalsi
vyhodou je moznost provedeni vicenasobného opakovani
izolace-fragmentace a vytvareni fragmentacniho stromu,
charakterizujiciho ion a jeho strukturu. Podle intenzity
signalu v jednotlivych krocich je mozné dosahnout az
8 fragmentacnich krokl. Pro interpretaci dat je potieba
zohlednit zndmé omezeni radiofrekvencnich iontovych
pasti, ze nezachycuji produkty v oblasti zhruba pod jednu
tietinu m/z prekurzoru (low mass cutoff). Toto je vyraz-
nym nedostatkem napiiklad pii de novo interpretaci spek-
ter neznamych peptidu.

Nékteré vySe uvedené skeny mozné pro THS
v prostoru, konkrétné sken neutralni ztraty a sken prekur-
zoru, nelze u THS v Case provést ptimo. Byla ale zavedena
softwarova feSeni, kterd umoziiuji fragmentovat vSechny
ionty, a poté z matice dat extrahovat vysledek ztraty neut-
ralni Castice nebo prekurzory se spoleénym produktem.
Zjevnou slabinou tohoto pfistupu je nutnost posbirat velké
mnozstvi dat, coz i pfi rychlém skenu zpisobuje Casové
omezeni, citelné obzvlasté u spojeni hmotnostni detekce se
separaci pomoci chromatografie.

2. Piehled aktivaénich metod

K aktivaci (vybuzeni vnitini energie) a rozpadu iontd
dochazi pti interakci iontu s jinou €astici (molekulou, ion-
tem, elektronem) ve formé srazkové nebo také reaktivni
aktivace. Dal§i moznosti je vybuzeni iontu ti¢inkem elek-
tromagnetického zafeni (fotoaktivace).

K cilené aktivaci dochazi v tandemové hmotnostni
spektrometrii ve vymezeném prostoru, ve srazkové komo-
fe (THS v prostoru) nebo v iontové pasti (THS v ¢ase).

Referat

Experimentalni schopnost pozorovat rozpady zavisi
na kombinaci vnitini energie iontl, jejich stabilité a na
pfistroji, kterym jev pozorujeme. Nejrychlejsi rozpady
iontl se odehraji jest€¢ v iontovém zdroji. Stfednédobé
rozpady se odehraji béhem priletu iontd hmotnostnim
spektrometrem. Takovym iontlim se n¢kdy fikd metastabil-
ni. Dostate¢né stabilni ionty se potom daji fragmentovat
kontrolované ve srazkové komote. Tabulka I shrnuje akti-
vaéni metody a pfistroje, kde jsou metody uplatnény
v praxi’. V nasledujicich odstavcich budou podrobngji
popsany jednotlivé zpiisoby aktivace a piipadné dasledky
téchto aktivaci na tandemovy experiment.

2.1. Srazkova aktivace

Nejsnazsim a nejrozsifenéjSim zpisobem je aktivace
iontu prekurzoru srdzkami. Rozpad vyvolany srdzkami
(collision induced dissociation, CID) a rozpad po aktivaci
srazkami (collisionally activated dissociation, CAD) jsou
pojmy pouZivané zaméniteln&® a charakterizuji nejvice
vyuzivany vysledek srazkové aktivace. Podrobné informa-
ce o mechanismu rozpadl jsou ziskavany z védeckych
experimentd, napf. srazkovych experimentd v paprscich
Castic.

Podle pribéhu srazky (energiCnosti a tésnosti srazek)
dochézi k rozptylu castic, jejich aktivaci a naslednému
rozpadu, ale mize také dojit k deaktivaci nebo chemickym
reakcim. K reaktivnim srazkdm dochazi v riznych energe-
tickych rezimech a mechanismus zalezi na srazkové ener-
gii a pfistrojovém usporadani. Pti vysokoenergetickych
srazkach (tisice eV) a srazkach pfi stfednich energiich
(stovky eV) mize navic dochdzet k rychlym procesim
typu:

— sniZeni naboje,

— neutralizace,

—  prenos naboje,

— inverze naboje,

— disociace se separaci naboje,

— prenos atomu nebo iontd (aktivace reakct).

2.1.1. Teoretické pojednani srazek
V prvnim kroku srazkového procesu se ionty s uréitou
kinetickou a vnitfni energii srazeji s neutralnim plynem.
V piipadé, ze dojde k pruzné srazce, ionty se rozptyli
a zméni pouze smér letu — podobné jako koule pii kulecni-
ku. Dojde-li k nepruzné srazce, kinetickd energie se pie-
ménuje Caste¢né na energii vnitini a muze také dojit
k reakci. Aktivovany ion se pak rozpada s kinetikou reakce
prvniho fadu. Na vysledek srazky ma vliv pohybova
i vnitini energie prekurzoru a rovnéz hmotnost a chemické
slozeni obou srazkovych partneri. Pfitom pro soustavu
plati zakon zachovani energie. Vysledek srazky je ovliv-
nén nasledujicimi parametry, které budou dale diskutovany
v textu:
— dobou aktivace vzhledem k rozpadovym procesim
a poctu srazek,
— uc¢innosti CID procesu (reakéni prifez a rychlostni
konstanta),
— mnozstvim pfenesené energie,
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Tabulka I
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Struény prehled aktivagnich procesti pouzivanych v THS (upraveno podle citace?)

Aktivacni  Rozsah Hmotnostni spektrometr Popis aktivacniho procesu

metoda energii

PSD nizky re TOF Metastabilni nebo srazkou vyvolany rozpad v analyzatoru
doby letu.

CID nizky QqQ, IT, QqTOF, QqLIT, Rozpad vyvolany srdzkou prekurzoru s inertnim plynem ve

FTICR srazkové komote, energie 1-100eV.
vysoky tandem TOF, sektor CID se srazkovymi energiemi v keV oblasti.
SID nizky QqQ, IT, FTICR, hybrid Prekuzor narazi na povrch (pevny nebo samousporadané
sektor-Q monovrstvy) a dochazi k rozpadiim nebo vedlej$im reakcim.
vysoky tandem TOF, re TOF Totéz pii vysSich srazkovych energiich (podle pfistroje).

ECD nizky/sttedni ~ FTICR Zachyt nizkoenergetickych elektronti kladn€ nabitym
prekurzorem nasledovany rozpadem iontu radikalovym
mechanismem.

ETD nizky-stiedni ~ iontova past Ptenos elektronu z aniontu na kation vedouci k rozpadu
radikdlovym mechanismem.

IRMPD nizky FTICR, iontova past Souvislé ozafovani iontu infratervenym zafenim zptsobi
jeho vybuzeni absorpci mnoha foton a nasleduje rozpad
iontu.

Termalni  nizky FTICR, iontova past Souvislé tepelné ohtivani ionti vhodné zejména ke

aktivace zjiStovani energetickych praht a termodynamickych

vlastnosti iontu.

PSD — rozpad za zdrojem (post source decay)
reTOF — TOF s reflektronem

—  prerozdélenim energie,
—  proménlivosti rozd€leni energie,
— mechanismem excitace (elektronicka, rovibronicka),
—  Casovou osou pouzitého pfistroje (oknem pro rozpad).
Srazky si mizeme piedstavit na piikladu motorovych
vozidel. Pohybuji-li se dva automobily podobnou rychlosti
ve stejném sméru, jejich vzajemna kolize zptisobi malou
$kodu, protoze jejich relativni pohybova energie je mala.
V piipadé¢, kdy tyto automobily jedou proti sobé&, srazka
povede k vyraznému poskozeni vozidel. Z ptikladu je zfej-
mé, Zze ne veSkerd pohybova energie je k dispozici
k pfeméné na energii vnitini. Podobné je tomu pii sraz-
kach castic (obr. 1). Z pozice vnéjsiho pozorovatele miize-
me tedy popsat srazku v laboratorni soufadnicové soustaveé
(lab). V této soustavé soutradnic se Castice pohybuji rych-
losti v. Rozhodujici pro energetiku srazky je ale jejich
relativni pohyb rychlosti u. Vyhodné se proto srazkové
jevy popisuji v t€zistové soustaveé soufadnic, kde sleduje-
me srazku relativng vaiéi tézisti T interagujicich partnert’.
Maximalni mnoZzstvi pohybové energie pfeménitelné
na vnitini je dano srazkovou energii v této tézistové sou-
stavé Er a zbyld energie je neménna kinetickd energie

Ein=Er+E(T) (1)
V tandemové hmotnostni spektrometrii se jako sraz-
kového terce vyuziva plynu s termalnim rozlozenim kine-

tické energie s primérnou hodnotou £ = 3/2 RT = 3,7
kJ mol ' pii 298 K, kterou miizeme povazovat za zanedba-

.
'
E v

Obr. 1. Pohyb dvou ¢astic o hmotnosti m; a m, vedouci ke
srazce. Laboratorni rychlost v, rychlost v t&€zZistové soustavé u,

telnou vzhledem ke kinetické energii iontu (Ep, ~ Ep
(ion)).

Rovnici pro rozdéleni energie 1ze odvodit ve tvaru:

Er=Ep, - my/(mytmy) 2)
kde m; je hmotnost iontu a m, je hmotnost srazkového
terée (neutralniho plynu, napf. Ar, N,).

Z rovnice je vidét, ze ¢im vétsi je hmotnost terce, tim
vEtsi Cast energie se preda sledovanému iontu. Maximalni
mozna energie pienesend srazkou je souctem energii obou
koliznich partnerti v téziStové soustavé. Rovnice (2) také
ukazuje, ze s rostouci hmotnosti iontu se Gi¢innost pfenosu
energie snizuje.
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Energie pfedana k vybuzeni iontd se projevuje
v Casovém prubchu rozpadu iontd a vysledné spektrum
zavisi na kinetice rozpadu®. V zavislosti na experimentél-
nim méfeni jsou vzorkovana rizni ¢asova obdobi Zivota
iontdl. V hmotnostni spektrometrii rozliSujeme dva hlavni
energetické rezimy. Vysokoenergeticky rezim (tisice elek-
tronvoltd) je bézny u sektorovych pfistrojii a analyzatori
doby pruletu. Nizkoenergeticky rezim, kdy se srazkové
energie pohybuji v rozsahu 1-100 eV, je dostupny
v kvadrupoélech nebo iontovych pastech.

S vysokoenergetickou aktivaci je mozné pozorovat
rychlé rozpady a pfimé $té€peni silnych vazeb, vyZadujici
vysokou prahovou energii. K aktivaci dochazi casto pfi
podminkach jediné nebo nizkého poctu srazek. Naopak
s pouzitim mirné a postupné aktivace je detegovan vysle-
dek presmykl a pomalych rozpadl typickych pro iontoveé-
molekulové komplexy, ale je zapotiebi vicenasobnych
srazek k dosazeni energetického prahu téchto reakei.

K nejvétsi Gcinnosti aktivace dochazi, kdyz je doba
interakce pii aktivaci srovnatelnd s periodou excitovaného
pohybu. Naptiklad vibraéni pohyb s dobou trvani 1075 je
vybuzen srazkami, které trvaji fadové 107 az 107's
(cit.*). Excitace rota¢né-vibradnich stavi jsou pravé do-
stupné pii nizkoenergetickych srazkach. Ukazuje se, Ze pro
fragmentaci aplikovatelnou pro ziskédni strukturni analytic-
ké informace se 1épe hodi vicendsobné, nizkoenergetické
srazky v radiofrekvencnich analyzatorech nez jednotlivé,
vysokoenergetické srazky v pruletovych analyzatorech.

Stejné jako v piikladu srazky dvou vozidel, kdy je
rozdil, dojde-li k celni sraZzce nebo bo¢nimu dotyku, je
dal§im aspektem srazky jeji tésnost. Kvantitativné mluvi-
me u castic o srazkovém prifezu o (collisional cross-
section). Tato veli¢ina hraje roli v ucinnosti srazky a sou-
visi s intenzitou iontového proudu produkti v hmotnostni
spektrometrii. Hodnoty se vyjadiuji ¢asto v A? (Gtvereéni
angstrdmy, 100 A= 1 nm?) a jsou v rozmezi 10-200 A2
pro malé molekuly, ale dosahuji hodnoty tisici A*pro
proteiny (cit.%). Srazkovy prifez zalezi na velikosti mole-
kuly, ale také na elektrostatickych a slabych interakcich
mezi molekulou a teréem. Technika iontové pohyblivosti
vyuziva téchto vlastnosti jak ke studiu G¢innych prifezi
ionizovanych molekul, tak i k separaci identickych mole-
kul s riiznou trojrozmérnou strukturou, napt. konformerd
bilkovin nebo isomert.

Dostatecnd aktivace zalezi také na poctu srazek, ktery
souvisi se stfedni volnou drahou iontl a je zavisly na hus-
toté plynu. Zeslabeni signalu prekurzoru a nartst signalu
fragmentl souvisi tedy s poctem srazek urCenym tlakem
ve srazkové komote®. V piipadé kvadrupolového tandemo-
vého hmotnostniho spektrometru jsou analyzatory dife-
renéné Cerpany, a proto ve srazkové komofe mize byt
dosazen zhruba 100x vyssi tlak (~ 0,3 Pa) nez ve vakuo-
vych regionech, ve kterych jsou umistény kvadrupolové
hmotnostni analyzatory. Vyssim tlakem je dosaZeno pod-
minek pro mnohonasobné srazky jak prekurzoru, tak pro-
dukt. Kombinaci nastaveni hustoty (tlaku) plynu a sraz-
kové energie se potom optimalizuje signal vybraného frag-
mentu nebo reprezentativniho spektra. Z praktického hle-
diska je zvySovani hustoty plynu omezené, nebot’” muze
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zpusobit i opaény efekt, a to deaktivaci srazkami, tedy
ochlazeni vnitini energie iontll. Parametry nastavuje opera-
tor, a proto standardizace tandemovych hmotnostnich
spekter z THS v prostoru pro vytvofeni databazi slouZzicich
k ur¢eni nezndmych sloucenin neni snadna.

Standardizace MS/MS spekter je jednodussi, byla-li
zméfena v iontovych pastech, protoze tam dochazi
k aktivaci pouze prekurzoru a tlak je podobny u vsech
pasti. Po izolaci prekurzorového iontu dochazi prevazné
k jeho rezonanc¢ni aktivaci prostfednictvim mnohanésob-
nych srazek s plynem (nejcastéji heliem). V disledku toho
se izolovany a aktivovany ion rozpad4d monomolekuldrnim
procesem. Takto vzniklé fragmenty nejsou jiz déale vybu-
zeny srazkami, jsou mimo rezonancni energetické okno.
Proto tandemova hmotnostni spektra z iontovych pasti od
rtiznych vyrobcli a uzivatell si jsou vice podobna a byla
pouzita do databazi spekter’.Tato charakteristika viak
miZze byt nevyhodou, je-li cilem kontrola intenzity pro-
dukti (optimalizace produktit).

Pro praktické uplatnéni hmotnostni spektrometrie,
zvlasté pro kvantitativni analyzu, je dulezity vliv vySe
uvedenych parametri na celkovy iontovy proud.

U THS v prostoru plati obdobna zavislost, jaka je
vyjadiena Lambertovym-Beerovym zakonem pro absorpci
svétla®:

I=1, exp(—o-n-l) (3)
kde I je intenzita iontll s plynem a I, je intenzita prekurzo-
ru bez plynu, o je srazkovy prufez, n hustota ¢astic srazko-
vého plynu a [ délka srazkové komory. Mnozstvi plynu
a délka srazkové cely jsou konstantni pro dany pfistroj
a srazkovy prifez je staly pro studovanou fragmentaci.
Platnost této rovnice ma vyznamny dusledek pro uziti
v kvantitativni hmotnostni spektrometrii. Ukazuje, Ze pro
stanoveni koncentrace je mozné pouzit méfeni / misto
pfimého méfeni /.

U THS v case (v iontovych pastech) dochazi rovnéz
k mnohonasobnym srazkam a tudiz nasobné aktivaci. In-
tenzita vytvofenych produktl je tady imérna celkové rych-
lostni konstanté pro fragmentaci, ztraty iontd k a dobé
excitace #:

I=1, - exp(—n-kt) (4)

V téchto pfistrojich je také mozné méfit informaci
0 mnozstvi stanovované slouceniny, ale vétSinou s mensim
dynamickym rozsahem koncentraci.

2.1.2. Aktivace a disociace srdzkou s povrchem (SID)

Z rovnice (2) vyplyva, Ze teoretické maximalni akti-
vace lze dosahnout zvySovanim hmotnosti terée. Extrapo-
laci tohoto vztahu je zjevné, ze k dosazeni maximalniho
prenosu energie dojde v ptipadé, kdy teréem bude pevny
povrch, tedy ter¢, ktery ma vuci iontu v podstaté nekonec-
nou hmotnost. Aktivace a disociace srazkou s povrchem
(surface-induced dissociation, SID) tak vylepSuje zejména
aktivaci pro velké biomolekuly’.

Srazky iontl s povrchy jsou ovSem fundamentalné
slozitéj$i nez s molekulami kolizniho plynu. Vysledkem
srazky s povrchem muze byt nejen U€innd disociace, ale
také neutralizace naboje ¢i reaktivni srazka a mize dojit
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i k rozprasovani (sputtering) povrchovych ¢astic. Chovani
povrchu je ovlivnéno materidlem a jeho povrchovou upra-
vou. Pouziva se kov, oxidy kovi, samouspotadané mono-
vrstvy organickych molekul na zlaté ¢i kiemiku (self-
assembled monolayers) nebo diamantovy povrch.
Disociace (aktivace) srazkou s povrchem'® je techni-
ka, ktera maximalizuje vybuzeni vnitfnich energii pfi sraz-
ce. Kinetické energie jsou nizké, fadové pod 100 eV, ale
mira konverze je vysoka. Experiment také umoziuje ladé-
ni aktivace tak, aby vysledek odpovidal vice nizkoenerge-
tickym nebo vysokoenergetickym srazkdm. Nevyhodou
pro praktické rozsifeni je nizka citlivost z diivodii nizké
ucinnosti sbéru signalu fragmentovych ionth a také skutec-
nost, ze konfigurace hmotnostniho spektrometru pro SID
nedovoluje snadné prechazeni na dalsi druhy aktivace''.

2.2. Aktivace sniZenim néboje prostiednictvim
reakce s tercem

Pomérn€ novy typ aktivace vyuziva rekombinacni
energie uvolnéné pii reakci iontu s teréem'?'*. Metodolo-
gie fragmentace pomoci sniZzeni naboje byla pivodné za-
vedena na zakladé objevu disociace zachytem elektronu
(electron capture dissociation, ECD) v ICR hmotnostnich
spektrometrech. Dnes tato oblast zahrnuje i dalsi techniky
disociace vicenasobné nabitych iontl. Pro kationty se déle
pouziva disociace pienosem elektronu (electron transfer
dissociation, ETD). Srovnatelnymi procesy pro anionty
jsou disociace odstranénim elektronu (electron detachment
dissociation, EDD) nebo disociace pienosem protonu
(proton transfer dissociation, PTD). V praxi se ale pouZi-
vaji téméf vyhradné metody pro kationty. ETD je
v souCasné dobé¢ nejrozsifenéjsi, nebot’ experiment lze
mnohem 1épe a efektivnéji zavést do béznych hmotnost-
nich spektrometrti.

Pfi neutralizacni reakci s opacné nabitym koliznim
partnerem A ztraci vicenasobné nabity ion M jeden naboj:
M+rH)™ +A™* — (M +nH)""'** + A + vnitini energie  (5)

Vznikne radikal-kation a uvolnéna rekombinacni
energie se pfeménuje v energii vnitfni. Proces snizovani
néaboje probihd ve srazkovém komplexu, kde si konkuruje
s pfenosem protonu. Pfenos protonu je energeticky vyhod-
né&jsi nez prenos elektronu, ktery ale probiha na vétsi vzda-
lenost, a proto ma obvykle vétsi srazkovy prifez. Aktivace
ECD/ETD, stejné tak jako aktivace pomoci fotoni (viz
dale) mtze vést i k elektronicky vzbuzenym stavim. Ener-
geticky jsou proto velmi casto dostupné odlisné reakce
a produkty nez pfi aktivaci srazkami.

Hmotnostni spektrometry také dovoluji pfidavnou
aktivaci srazkami, které dale roz§tépi nekovalentné spoje-
né produkty aktivace ECD nebo ETD, a vyrazné se tak
zvySuje intenzita pozorovanych fragmentt.

2.2.1. ETD v pastich

Provedeni disociace pfenosem elektronu v iontovych
pastich je umoznéno reakci kationtu s aniontem. Na proda-
vanych pfistrojich se nejcastéji pouziva anion fluoranthenu
pfipraveny chemickou ionizaci, ale existuji i dal$i slouce-
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niny (obr. 2). Iontové pasti vyhodné umoznuji manipulace
s nabitymi Casticemi, a proto jsou pro ETD experimenty
obzvlast€¢ vhodné. Past se naplni kationty prekurzoru
a nasledn¢ ionty reaktantli, které jsou potom smichany
s prekurzorem vyrovnanim elektrostatickych potencialai'”.
Reakeni doba se optimalizuje s tim, Ze obecné Ucinnost
prenosu naboje roste s kvadratem naboje kationtu. Vyrobci
se lisi technologickym feSenim zavadéni reagentu do pasti
— mohou byt kolinearni spolu s hlavnim iontovym svaz-
kem (a tedy s vyuzitim stejné iontové optiky jako pro pre-
kurzor) nebo z opacné strany pomoci samostatné optiky.
Podobné tandemovy hmotnostni spektrometr v prostoru
muze vyuzivat oblast srdzkové komory jako iontovou past
a provadét v ni ETD reakce.

2.2.2. ECD v ICR celach

Provedeni neutralizace naboje v ICR celach je zaloze-
no na ptimém zachytu elektronti vytvofenych naptiklad
zhavenou katodou. Nejvétsi pravdépodobnost zachytu maji
elektrony s nizkou pohybovou energii (< 0,2 eV)”. Stejné
tak prostorovy piekryv elektronového oblaku s iontovym
je klicovym pro ucinnost ECD procesu. Metodologie frag-
mentace pomoci sniZzeni naboje byla pivodné zavedena na
zakladé objevu ECD v ICR hmotnostnich spektrometrech,
ale v posledni dobé se od ECD techniky spiSe ustupuje.
Dtivodem je obecné malé ucinnost ECD. V soucasnosti se
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Fluoranthen EA 0,63 eV

.
N Y
Azulen EA 0,8 eV
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1,4 dikyanobenzen EA 1,10 eV

Obr. 2. Bézné reagenty pro ETD s hodnotami elektronové
afinity EA
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i v ICR hmotnostnich spektrometrech pouziva vice G¢inné
externi ETD. To se provadi v iontové radiofrekvencni pasti
umisténé pfed magnetickym polem ICR komory. Vytvote-
né iontové fragmenty se pak ve FT-ICR hmotnostnim
spektrometru analyzuji s vysokym rozliSenim a pfesnou
hmotou.

2.2.3. Pozorované rozpady

ETD a ECD naslo vyznamné uplatnéni v biologické
analyze peptidi a bilkovin. lonty biomolekul vytvote-
né elektrosprejem jsou Casto vicendsobné nabité a sniZeni
naboje stale zanecha jeden nebo vice naboji potiebnych
k analyze produktd pomoci hmotnostni spektrometrie.
Energeticky bohaty iontovy radikal se mize rozpadat pro-
cesy poskytujici u peptidl informaci nejen o sekvenci, ale
i o strukturnich prvcich, které nejsou zjistitelné disociaci
srazkami. Napiiklad se jedna o odliSeni aminokyselin
s riznymi postrannimi fetézci (Leu, Ile) nebo o informaci
o post-transla¢nich tpravach bilkovin (post translational
modifications)'®. Ob& disociaéni techniky tak poskytuji no-
vou informaci o struktufe a modifikacich makromolekul.

2.2.4. Mechanismus ECD a ETD

Hlavni mechanismus fragmentace peptidového fetéz-
ce je v soucasné dob¢ vysvétlovan primarnim zachytem
elektronu v Rydbergové orbitalu molekuly a jeho energe-
tické relaxaci s pfechodem do m* orbitalu na amidové vaz-
bé. Nasleduje Stépeni N-C, vazby. Soucasn¢ dochazi
k pfenosu vodikového atomu nebo protonu a vzniku c, z
iontl. Mozné fragmentace u peptidd jsou shrnuty v obr. 3.
Vysledky fragmentace jsou citlivé na pfitomnost vodiko-
vych vazeb, na elektronickou strukturu a tvar molekul. Na
procesu se mohou podilet jak zakladni, tak i excitované
elektronické stavy iontii'®.

Referat

2.2.5 Vyhody ETD a ECD pro urceni struktury peptidii

Tato technika poskytuje ucinnou aktivaci pro bézné
pfistroje s jemnou ionizaci (elektrosprejem) a omezenym
rozsahem srazkovych energii pro CID. Napiiklad byl po-
zorovan vyrazny rozdil v rozpadech v peptidovém fetézci
s pfitomnym prolinem (,,prolinovy efekt”). Pii srdzkové
aktivaci je fragmentace velmi snadnd na amidové strané
prolinu, a proto ve spektrech tyto ionty dominuji. Naopak
u ETD a ECD se fragmentace na prolinu zastavi. Amidovy
dusik je soucasti kruhu a po zachytu elektronu dojde pouze
k otevieni tohoto kruhu, ale ne k pieruseni peptidového
fetézce'’.

Dalsim piikladem muiZze byt fragmentace fosforylova-
nych peptidt, které pfi srazce snadno ztraci molekulu ky-
seliny fosforeéné, ale pti ETD a ECD aktivaci dochazi
prevazné ke Sté€peni peptidovych vazeb, ¢imz je informace
o poloze fosfoskupiny zachovana.

Vyznamné vyhody ECD/ETD aktivaéni techniky je
mozné shrnout do téchto bodl:

—  Uspésné sekvenovani celych proteint (shora),

—  zachovani posttranslaénich uprav proteint,

—  rovnomérngj$i rozdéleni fragmentd a z toho vyplyva-
jici lepsi pokryti peptidové sekvence,

—  selektivni stépeni disulfidickych mastkda.

2.3. Aktivace fotony

Fotodisociace iontll nabizi rozmanité pouziti a byla
vyvinuta pro celé optické spektrum od VUV, UV, pfes
VIS az po IC (cit.""). Spolednym pozadavkem vsech
fotodisociacnich metod je pfitomnost chromoforu (funkéni
skupiny), ktery absorbuje vlnovou délku zéfeni z vhodné-
ho a dostatecné intenzivniho zdroje.

Malé fragmenty

-17 Da
-59 Da

Ztrata postranniho retezce @ -1 Da
COOH NH;
-59 Da €3 H

-101 Da

Y 4

o N
Cc
Sekvenéni fragmenty

Obr. 3. MoZné fragmentace peptidu po ETD (ECD) aktivaci (laskavé poskytl F. Turecek)
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2.3.1. Mnohofotonova disociace infracervenym zarenim
(IRMPD)

Mnohofotonové disociace infragervenym (IC) zéafe-
nim (infrared multiphoton dissociation, IRMPD) je v ko-
mercnich hmotnostnich spektrometrech nabizena pro uspo-
fadani, které umoznuje zachyt ionti (pastové analyzatory).
Vétsinou se pouziva laserti s vinovou délkou 10,6 pm
a vykonem 25-50 W. Intenzivni laserové zateni postupné
excituje absorbujici vazby v molekule a béhem 10-300 ms
dojde k jejich 3tépeni. U&innost excitace zavisi na elektro-
nické struktute molekul a u¢inné absorpci IC zafeni. Diso-
ciace je vice selektivni nez pfi srazkové aktivaci. Aby bylo
dosaZeno meéfitelného signélu, ionty jsou nejdiive nashro-
mazdény v iontové pasti nebo ICR cele, a potom vystave-
ny fotontim IC zafeni. U FT-ICR-MS je disociace pomoci
IRMPD zvlasté vyhodna, nebot’ je mozno sbirat spektra
rychleji nez pii srazkové aktivaci s pulznim napousténim
plynu.

2.3.2. Termalni aktivace (BIRD)

U disociace zplsobené ozafovanim Cernym télesem
(black body infrared radiative dissociation, BIRD) je
v principu vyuzivano IC zafeni jako u IRMPD, ale zafeni
vychazi ze stén zahiaté komory hmotnostniho spektrome-
tru'®. Potfeba dlouhodobého zachytu iontd i na desitky
sekund vyzaduje pouziti ICR cely. BIRD dovoluje pfesnou
kontrolu vnitini energie iontl a studium disocia¢ni kineti-
ky bez srazek (pfi velmi nizkém tlaku). Technika byla
uplatnéna pfi studiu kinetiky rozpadu molekul, komplexii
nebo solvatovanych molekul. Z téchto dat je mozné napf.
odvodit aktivacni energie pro fragmentaci studovanych
systémtl.

2.3.3. Fotodisociace ultrafialovym zarenim (UVPD)

V ultrafialové oblasti VUV a UV jsou nejcastéji pou-
zivany vlnové délky excimerovych (157, 193 nm) nebo
YAG lasert (266, 351 a 355 nm). Aktivace dovoluje do-
sahnout energii dostatecnych napt. k vytvofeni fragmentd
a, b, ¢, x, y, z u peptidi. Na rozdil od CID nebyla pti diso-
ciaci laserem pozorovana zavislost na naboji prekurzoru'®.

3. Priklady tandemovych experimenti
3.1. Pfistrojova provedenti a jejich specifika

Protoze zplsob aktivace je Casto diktovan typem
hmotnostniho spektrometru, cilem této Casti textu je pribli-
zit aktivaci optimalni pro rizné typy pfistroji a zptsoby
méfeni hmotnostniho spektra.

Tandemové hmotnostni spektrometry, které vznikly
spojenim magnetického ¢i elektrostatického sektoru nebo
také magnetického sektoru s naslednym kvadrupdlem,
patii k prvnim pfistrojim pouzitym pro THS. V tomto
usporadani jsou ionty tvofeny s laboratorni kinetickou
energii fadové v kiloelektronvoltech, aktivaéni srazky jsou
tedy vysokoenergetické a pro rozpady je dosazitelna
i energie k pfimému Sté€peni silnych vazeb. Prvni fragmen-
tace peptidd byly naméfeny pfi vysokych srazkovych ener-
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giich, kdy dochazi jak ke §tépeni peptidové vazby, tak i ke
ztraté postranniho fetézce. V dnesni dobé se v tandemové
hmotnostni spektrometrii sektorové pfistroje prakticky
nepouzivaji.

Podobna oblast energii je dosaZitelna v analyzatorech
doby letu (TOF). Tyto hmotnostni spektrometry jsou navic
vhodnéjsi pro aplikace v oblasti analyzy polarnich molekul
diky vyrazn¢€ snaz$im spojenim analyzatoru s MALDI
a ESI ionizacemi.

Fragmentace v obou vySe uvedenych hmotnostnich
spektrometrech probihaji za vysokych srdzkovych energii
a spektra jsou dobfe reprodukovatelnd. Relativni nevyho-
dou je nizky vytézek produktovych iontil a tim zplisobena
nizka citlivost a omezeni na rozpadové procesy s kinetikou
10*-10°s™.

Kvadrupélové tandemové spektrometry monitoruji
nizkoenergetické rozpady po aktivaci mnohonasobnymi
srazkami a je u nich mozné snadno kontrolovat fragmen-
tatni podminky jako tlak plynu nebo sraZkovou energii.
Tyto piistroje jsou v praxi mnohem cetnéjsi, nebot’ vyza-
duji méné mista v laboratofi.

Bylo ukazano, ze ve FT-ICR-MS lze doséhnout vyssi-
ho vybuzeni pouzitim excitacni frekvence mirné nizsi nebo
vyssi nez je rezonancni frekvence pro dany ion. Tato pro-
dlouzena nerezonancni excitace (sustained off-resonance
irradiation, SORI) dovoluje delsi interakci s pfipusténym
plynem, aniz by doSlo k pfedCasnému vypuzeni iontl
Z pasti.

Stejné jako vyrobci hmotnostnich analyzatord kombi-
nuji koncepty a sestavuji hybridni pfistroje, také kombino-
vani typlu aktivace ma své uplatnéni. Rychlé procesory
dovoluji vybirat v redlném Case optimalni fragmentacni
metodu na zaklad€ naboje molekuly, a tak ziskat maximal-
ni informaci ze vzorkd, jehoZ mnoZzstvi je omezené. Prikla-
dem tohoto rozhodovaciho postupu je pouziti pfi sekveno-
vani peptidi v pastech®, schéma 1. Prekurzory se dvé-
ma naboji jsou podrobeny pouze CAD, zatimco Sestkrat
a vicekrat nabité ionty jsou Stépeny pouze pomoci ETD.
Peptidy s nabojem **, *" a **jsou §t&peny obéma metoda-
mi. Soucasné pouziti vysokého rozliSeni pro prekurzor
dovoluje ptidéleni aktivacni metody na zakladé uréeného
naboje a zméfeni presné hmotnosti prekurzoru.

3.2. Studium mechanismu fragmentaci a vyuziti
isotopového znaceni

Rozpady iontli aktivované elektronovou ionizaci byly
detailn¢ studovany pro mnoho molekul. Pravidla odvozena
z téchto praci jsou zékladem interpretace spekter nezna-
mych slougenin®'.

Podobnym pfistupem jsou vysvétlovana spektra
z tandemovych experimentll. Vyuziva se napf. isotopic-
kych satelitd v molekule. Pfi studiu slouc¢eniny obsahujici
atom chloru (napft. pesticidl) je ve spektru vyrazny M+2
isotopomer obsahujici *’Cl. Srovnani posunii signall pii
fragmentaci M a M+2 iontd dovoluje rozlisit v§echny frag-
menty obsahujici atom chloru. Podobny pfistup je uplatiio-
van i pfi zamémém znadeni deuteriem nebo uhlikem "*C
a pozorovani posunt ve fragmentacnich spektrech.
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Naboj iontu prekurzoru

2+ 3+ 4+
viechny m/z m/z < 650 m/z < 900
\4 &« ™
CAD ETD CAD /

ETD CAD

5+ >5+
m/z < 950 viechny m/z
£ ™ v
ETD CAD ETD

Schéma 1. Rozhodovaci postup pro sekvenovani peptidii v pastech (upraveno podle cit.'®)

Tyto studie Casto vyZzaduji syntézu znacenych mole-
kul i modelovych sloucenin. Vysledky jsou dopliiovany
teoretickymi vypocty struktur pfechodovych stavi i sta-
lych fragmentt. Isotopové znaceni je rovné€z vyuzivano
pro upiesnéni nebo potvrzeni struktury neznamé slouceni-
ny.

Praktické pouziti nachézeji znaceni v roztoku pfi stu-
diu sekundarni struktury proteini pomoci vymény vodikt
za deuterium. Ve styku s okolnim rozpoustédlem jsou
vymeénitelné vodiky nahrazeny deuterii, zatimco chranéné
vodiky zlstdvaji nevyménény.

Dalsi dtlezité uplatnéni isotopového znaceni je pii
studiu osudu molekul v zivych systémech (isotope tra-
cing), napf. pti studiu farmakokinetiky nebo metabolismu.

reionizace

neutralizace

3.3. Vyzkumné uplatnéni THS

3.3.1. Tandemova hmotnostni spektrometrie s neutralizaci
a reionizaci

Zajimavé je uplatnéni hmotnostni spektrometrie pro
studium nenabitych castic v tandemovych experimentech
s neutralizaci a reionizaci (neutralization-reionization mass
spectrometry, NRMS)? 2,

Hmotnostni spektrometr predstavuje ucinny reaktor,
ktery pfipravuje exotické molekuly (napt. pétivazny uhlik,
nebo Ctyfvazny dusik). Trik je v tom, Ze tyto nestabilni
spécie mohou byt stabilni ve formé kationtu (chybi jim
elektron). Pfistroje s velkym urychlenim umoziuji tyto
ionty neutralizovat srazkou s plynem (napt. dimethyldisul-
fidem) a ve vakuu nechat rozpadat nové vznikly radikal.

Obr. 4. NRMS - schéma experimentilniho pristroje s ¢asové rozliSenou a laserovou disociaci studovanych neutralnich radikali

(laskavé poskytl F. Turecek)
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Nasledna rychla srazka s vhodnym plynem (napft. kysli-
kem O,) znovu ionizuje prezivsi radikal i fragmenty
a poskytne okno do zhruba mikrosekundového Zivota tes-
tovaného radikdlu v prostfedi bez srdzek. Jako doplnék
experimentl se provadéji studie rozpadu iontd s m/z ekvi-
valentnim moZznym produktim rozpadu radikalu. To dovo-
luje vyclenéni signalu pochézejiciho pouze z rozpadu radi-
kalu. Celkovy obraz energetiky a kinetiky procest je do-
kreslen teoretickymi vypocty. Priklad pfistroje, ktery
umoziuje sledovat ¢asovy pribéh rozpadu nebo ho inicio-
vat argonovym laserem, je na obr. 4.

3.3.2. Studium elementarnich reakci v paprscich castic

Co se déje pri jednotlivé srazce iontll s neutralnim
plynem nebo i povrchem za riznych kinetickych energii?
Co vznika, jaké je ptrerozdé€leni energie a jakym mechanis-
mem dochazi k reakcim? Na to se snazi najit odpovéd’
experimenty za podminek jediné srazky, napt. ve zkfize-
nych paprscich.

Paprsek iontovych reaktantd se srazi s expandovanym
plynem, dochazi k reakci a rozptylu produktd. Vytvorené
iontové produkty se méfi s thlovym a energetickym rozli-
Senim. Vysledny obrazek poskytuje nahled do energetiky,
prerozdéleni energie a mechanismu elementarni reakce®.

3.3.3. Akcni iontova spektroskopie

Hmotnostni spektrometrie prolina do mnoha rozmani-
tych zékouti védeckého badani. V oblasti spektroskopie
dovoluje pouziti laserové excitace ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii sledovat fotodisocia¢ni kanal(y) ionti
v zavislosti na vinové délce zareni. Pomoci této akéni
spektroskopie 1ze tak zachytit informaci o vibronickych
stavech studovaného iontu®.

3.4. Uplatnéni THS v kvantitativni analyze

Da se fici, ze nejvétsim praktickym uplatnénim THS
u molekul s molekularni hmotnosti pod 1000 Da je
v oblasti citlivé kvantitativni analyzy. Tandemové hmot-
nostni spektrometry najdeme napf. ve farmaceutickém
pramyslu, kde se vyuzivaji béhem celého procesu vyvoje
1ékt. V klinickych laboratotich dovoluje THS sledovat
pfesné davkovani 1é¢iv nebo diagnostikovat metabolické
poruchy at’ vrozené nebo nabyté. Tandemové experimenty
jsou klicové také v oblasti sledovani kvality zivotniho
prostiedi nebo pfi zjistovani kontaminace potravin.

Hmotnost molekuly je zadkladnim kvalifikacnim para-
metrem v hmotnostni spektrometrii, ale v komplexnim
prostoru chemickych kombinaci prvki muize existovat
fada sloucenin o stejné hmotnosti a s podobnym chovanim.
Jak tuto nejednoznacénost piekonat? Jednou moznosti je
postup pfipravy analyzovaného vzorku, kdy se kvantifiko-
vana sloucenina (analyt) oddéli co nejlépe od matrice
vzorku. K tomuto tcelu existuje mnoho separacnich metod
s vyuzitim extrakénich postupli, chromatografie, nebo
elektroforézy. Tyto techniky mohou byt oddélené nebo
pfipojeny piimo k hmotnostnimu spektrometru.

Separa¢ni krok neni ¢astokrat dostate¢ny. THS dovo-
luje pridat dalsi rozméry tiidéni molekul, prvni podle m/z
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prekurzoru a druhy podle m/z fragmentu. Aby byla zacho-
vana dostatecna citlivost metody, je obvykle vybran tako-
vy fragment, ktery ma co nejvyssi intenzitu signalu. Stejné
tak by ale mél byt vlastni pouze analyzované molekule.
Casto se pro zvyseni specificity sleduji poméry intenzit
dvou fragmentli daného iontu.

Diky  neustalému  vylepSovani  hmotnostné-
spektrometrické instrumentace je nyni mozné vybrat pro-
duktovy ion s vys$§im rozliSenim a ptesnéjsi hodnotou m/z.
To umoznuje oddélit ionty na zaklad¢ jejich elementarniho
slozeni (tedy pfesné¢ho m/z), které jsou pii jednotkové Sifce
piku ve spektru isobarické. V posledni dob& se také vraci
popularita THS v oblasti GC/MS a to ve dvojim provede-
ni. V prvnim jsou separované molekuly z plynového chro-
matografu ionizovany ve zdroji tandemového hmotnostni-
ho spektrometru s tradi¢ni elektronovou nebo chemickou
ionizaci. Ve druhém piipadé jsou molekuly piivedeny do
modifikovaného zdroje s atmosférickou ionizaci
(chemickou ionizaci za atmosférického tlaku, APCI),
a poté analyzovany hmotnostnim spektrometrem.

3.4.1. Prakticky popis vyvoje metody pouzivajici k detekci
THS v prostoru s dvéma kvadrupoly

Oba hmotnostni filtry musi byt fadné zkalibrovany,
aby m/z odpovidaly skutecnosti. Pfesnost nastaveni m/z je
v oblasti +/— 0,1 Da. Pro provedeni SRM experimentu je
mozno naladit pfechody rucné s pouZzitim infuze vzorku
s koncentraci zhruba 100x vyssi, nez je konecna citlivost
metody. Cilem je ziskat pfesnou experimentalni hodnotu
m/z prekurzoru a produktd typickych pro danou latku
a poté¢ maximalizovat intenzity dal$imi pfistrojovymi para-
metry, které je mozno pro nalezené prechody individualné
zmeénit (typicky napéti na iontovém zdroji a srazkova ener-
gie). Zbyvajici pfistrojové nastaveni je spolecné a nemén-
né pro vSechny prechody (napf. vysoké napéti elektrospre-
je, srazkovy plyn, rozliSeni kvadrupdli a iontova energie
iontl vstupyjicich do kvadrupolu).

Posledni dobou vyrobci hmotnostnich spektrometrii
poskytuji automatizované postupy pro ladéni a hledani
SRM prechodt. Bud’ je roztok standardu souvisle napous-
tén do zdroje, nebo je vzorek jednou ¢i opakované vstiiko-
van automatickym vzorkovanim. Tyto postupy vyrazné
usnadiiuji ladéni, zvlasteé kdyz jde o vyvoj metody pro
méfeni desitek sloucenin. V kazdém piipadé je dobrym
zvykem vysledek automatického ladéni provétit.

Podle poctu prechodd a skenovacich parametrd je
poteba zvolit dobu, po kterou bude jednotlivy ptechod
sledovan (dwell time), aby byl chromatograficky profil
pokryt alespont 10 body (pro kvalitni integraci signalu),
a Cas mezi jednotlivymi kanaly zvolen tak, aby nedoslo
k piekryvani signalu mezi kanaly (cross talk), kdy by ion-
tové fragmenty z piedchoziho pfechodu pfispivaly
k signalu souc¢asného kanalu.

V rozséhlych studiich s velkym poctem analyzova-
nych sloucenin, v proteomice, metabolomice ¢i v profilech
pesticid, mize snadno dojit k situaci, kde neni dost casu
na sbirani signalu. V takovych ptipadech Ize s vyhodou
vyuzit znalosti reten¢nich casti sledovanych molekul
a rozdé€lit chromatogram na ¢asové useky s mens$im po-
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kW=

Nalezeni optimalizovanych pfechodii SRM/MRM.

Celkové pfistrojové naladéni pro maximalni citlivost.

Optimalizace rychlosti sbéru dat (¢asové tseky).

Zkontrolovani nulového pronikani signalu mezi kanaly.

Ptipadné pridani soucasného sbéru dat s negativni i pozitivni ionizaci.

Schéma 2. Zakladni postup vyvoje hmotnostné spektrometrické metody s THS detekci

¢tem analytll, a tudiz s del$im ¢asem na sledovéni pfecho-
du (scheduled SRM, MRM). Tento pfistup zadroveit umoz-
fuje zrychlovat analyzy bez ztraty citlivosti.

Moderni elektronika v hmotnostnich spektrometrech
rovnéZ umoznuje rychlé piepinani a sbér dat v pozitivnim
i negativnim ionizaénim moédu béhem jediného nasttiku
vzorku. Samoziejmé to ubird z poctu prechodd, které lze
pozorovat, ale celkové to dava moZnost ziskat kompletnéj-
§i obraz o vzorku v krat$im ¢ase. Schéma 2 shrnuje zaklad-
ni postup vyvoje hmotnostné spektrometrické metody
s THS detekeci.

4. Zavér

Referat poskytuje obecny tivod do problematiky tan-
demové hmotnostni spektrometrie v cestiné. Spojenim
dvou hmotnostnich analyzatorti do série vnikl novy nastroj
s Sirokym pouZitim a uplatnénim. V referdtu jsou popsany
zéklady tandemové hmotnostni spektrometrie a jeji prove-
deni v prostoru a v Case. Dale je uveden piehled metod
aktivace iontl spolu s teoretickymi zaklady. Piiklady apli-
kaci v zdkladnim vyzkumu i v praxi ilustruji Siroky zabér
a viestrannost techniky. Ctenaf ma moznost pouzit dali
zdroje s hlub§im pojednanim tématiky a nejnov¢jSimi po-
znatky — referenéni knihy, ucebnice, pfehledné Clanky
a monografie, které jsou dostupné vétSinou v angliéting.
Néazorn4, byt ¢astokrat zjednodusena ilustrace konceptt, je
také k nalezeni na webovych strankach.

Seznam pouzitych zkratek

BIRD black body infrared radiative dissociation,
disociace zplisobena ozatovanim ¢ernym
télesem

CAD collisionally activated dissociation, rozpad
po aktivaci srazkami

CID collision induced dissociation, rozpad
vyvolany srazkami

ECD electron capture dissociation, disociace
zpusobena zachytem elektronu

EDD electron detachment dissociation, disociace
odstranénim elektronu

ESI elektrosprejova ionizace

ETD electron transfer dissociation, disociace
zpusobena pfenosem elektronu

FT-ICR-MS hmotnostni spektrometr vyuzivajici

iontovou cyklotronovou resonanci
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s Fourierovou transformaci

ICR ion cyclotron resonance, iontova
cyklotronova rezonance

IRPMD infrared multiphoton dissociation,
mnohofotonova disociace infracervenym
zafenim

MALDI matrix assisted laser desorption ionization,

desorpce a ionizace za casti matrice
MS/MS, MS2 zkratky pouZzivana pro tandemovou
hmotnostni spektrometrii

MSn n stupiiova fragmentace

NRMS neutralization-reionization mass
spectrometry, tandemovy experiment
s neutralizaci a reionizaci

PTD proton transfer dissociation, disociace
pienosem protonu

SID surface induced dissociation, aktivace
a disociace srazkou s povrchem

SIM selected ion monitoring, sledovani
vybranych iontd

SRM,MRM selected reaction monitoring, multiple
reaction monitoring, sledovani
vybranych reakci, sledovani vice reakci

THS tandemova hmotnostni spektrometrie

TOF time of flight, analyzator doby letu

UVPD ultraviolet photodissociation, fotodisociace
ultrafialovym zéfenim

vuv vacuum ultraviolet, vakuové ultrafialové
(spektrum)
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Use of two mass analyzers in tandem creates a power-
ful new tool with a wide range of use and applications.
Principles of tandem mass spectrometry in space and in
time are presented. Main ion activation methods that lead
to dissociation are discussed: collision induced dissocia-
tion, surface induced dissociation, electron transfer disso-
ciation and dissociation using light. Examples of applica-
tions in fundamental and applied research are briefly de-
scribed.
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