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1. Uvod

Proteiny ¢i peptidy obsazené v buitkdch v relativné
nizkych koncentracich mohou hrat vyznamnou roli
v procesech probihajicich v buiice. Mezi tyto procesy patii
napf. regulace metabolismu, vliv na vznik riznych nemoci
atd. Hlavnim tkolem hmotnostni spektrometrie je identifi-
kace a kvantifikace téchto proteint i ve velmi komplex-
nich smésich proteinii obsaZenych v buiikach.

Nejrozsifenéjsi MS technikou v analyze proteint ¢i
peptidil je v souCasnosti beze sporu hmotnostni spektrome-
trie s ionizaci MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization)'”. Principem MALDI ionizace je naneseni
malého mnozstvi vzorku spole¢né s vhodnou matrici
(kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, kyselina a-kyano-4-
-hydroxy-skoficova a dalsi) na ter¢ik a nasledna desorpce
a ionizace laserem. Vysledkem celého procesu je ionizace
peptidit nebo proteint a jejich nasledna hmotnostni analy-
za.

V minulosti byla vétSina systému uréenych pro analy-
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zu proteinli a peptidl konstruovana s ionizaci MALDI
realizovanou ve vakuu a v kombinaci s analyzatorem doby
letu iontd (Time of Flight, TOF).

Vyhody klasického uspofadani MALDI-TOF jsou
nasledujci:
vysoky hmotnostni rozsah systému umoziujici analy-
zu intaktnich proteind,
potencialné lepsi piesnost stanoveni hmotnosti iontt,
dobré rozliSovaci schopnosti systému.

[\

. Princip ionizace MALDI za atmosférického
tlaku (AP-MALDI)

V nedavné dobé byly publikovany pokusy realizovat
MALDI za atmosférického tlaku (AP-MALDI)*® v kom-
binaci s dal$imi typy hmotnostnich spektrometrii, napf. na
bazi iontové pasti (IT-MS). Bohuzel, prvni experimenty
s ionizaci AP-MALDI poukézaly na mozné problémy,
zejména na nizsi citlivost a pomérné intenzivni tvorbu
adukt matrice’. V soulasnosti jiz umoziiuje technické
feSeni zdroje AP-MALDI analyzy smési peptidi vzniklych
enzymatickym $t€penim proteinti o velmi nizkych koncen-
tracich a navic s moznosti ziskani MS/MS spekter. Vyuziti
MS/MS dat také vyrazné zvysSuje specifitu vyhledavani
v databazich peptidi a proteinli v porovnini s metodou
PMF (peptide mass fingerprint) vyuzivanou pii identifika-
ci spekter ziskanych prostfednictvim konvenénich systémi
MALDI-TOF.

Nespornou vyhodou ionizace AP-MALDI je moZnost
vyuziti riznych druhtt hmotnostnich analyzatort, jako
napf. iontové pasti’ nebo systému TOF s orthogonalni
akceleraci®. Navic je mozné vyuzit jeden druh analyzatoru,
napf. systém s iontovou pasti pro analyzu jak intaktnich
proteint s ionizaci elektrosprejem (ESI), tak i smési pepti-
dii ionizaci AP-MALDI. Vyhody AP-MALDI v kombinaci
s hmotnostnim spektrometrem na bézi iontové pasti jsou
nasledujici:
proces ionizace je realizovan nezdvisle na hmotnost-
nim analyzatoru, a proto podminky ionizace a kvalita
povrchu ter¢iku popf. naneseni vzorku neovliviuji
parametry analyzatoru (zejména rozliSeni a presnost
méfeni hmotnosti iontt),
je mozné ziskat velmi rychle MS/MS data (na rozdil
od vakuového MALDI-TOF-MS) a informaci o sek-
venci peptidl se subfemtomolovymi koncentracemi,
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strumentaci oproti systémim Q-TOF nebo TOF-TOF,

flexibilita — doba vymény zdroje z AP-MALDI napf.
za ESI velmi kratka (n€kolik minut) a je mozné vyuzit
jeden systém MS pro $irsi skalu experimentd.

Na obr. 1. je zobrazen zdroj AP-MALDI firmy Agi-
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Obr. 1. AP-MALDI zdroj firmy Agilent Technologies
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Obr. 2. Schéma zdroje AP-MALDI firmy Agilent Technolo-
gies

lent Technologies, uvedeny na trh v roce 2004. Zdroj je
vybaven dusikovym laserem o vinové délce 337 nm
(10 Hz), ktery je ptivadén skrze optické vlakno o priméru
400 wm na pozici na terc¢iku o velikosti 200-250 pm.
Energie laseru je 2024 pJ. Schéma zdroje je pak uvedeno
na obr. 2.

Hlavnim rysem konstrukce zdroje je vyuziti proti-
proudého uspotadani toku susiciho plynu oproti pohybu
iontl pfi desorpci laserem. lonty vzniklé pfi ionizaci jsou
vtahovany do kapilary MS kombinaci a¢inku elektrostatic-
kého pole a vakua. Béhem jejich kratkého letu atmosféric-
kou ¢asti dochazi k rozruseni shlukti iontti vzniklych bé-
hem ionizace uginkem proudu horkého dusiku. Uginek
protiproudu susiciho plynu je velmi vyrazny, jak je doku-
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Obr. 3. Vliv protiproudu suSiciho plynu na tvorbu shluki
a intenzitu ionta peptidii z tryptického rozkladu hovéziho
serumalbuminu, matrice Kyselina a-kyano-4-hydroxyskorico-
va; a) spektrum ziskané p¥i pouZiti vyhfivaného proudu susi-
ciho plynu, b) spektrum ziskané po vypnuti vyh¥fivani susiciho
plynu

mentovano na obr. 3. Zatimco pfi vyuziti susiciho plynu
o teploté 325 °C jsou dominantnimi ionty ve spektru ionty
peptidit serumalbuminu, pfi experimentu bez vyhfivani
susiciho plynu jsou dominantni ionty matrice v oblasti 100
a7z 600 amu (spodni obrazek)®.

3. AP-MALDI v praxi

3.1. AP-MALDI-IT-MS

Prvni z moznosti vyuziti zdroje AP-MALDI, ktera
bude zminéna v tomto c¢lanku, je kombinace
s hmotnostnim analyzatorem na bazi iontové pasti (IT-
MS). Pulsy laseru pii ionizaci jsou synchronizovany
s akumula¢nimi fazemi iontové pasti hmotnostniho spekt-
rometru. Na obr. 4. je zobrazeno porovnani spekter smési
peptidi ziskanych enzymatickym §tépenim hovéziho seru-
malbuminu (BSA) trypsinem. Spektra byla pofizena po-
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Obr. 4. Porovnani spekter ziskanych pomoci dvou typi MAL-
DI-TOF-MS a AP-MALDI-IT-MS systémi; hovézi serumalbu-
min 5 fmol; C = carboxymethylovany cystein

moci dvou typd konvenénich systétmi MALDI-TOF
a systému IT-MS vybaveného zdrojem AP-MALDI.

Z porovnani uvedeného v tab. I je zifejmé, ze jak
MALDI-TOF, tak i AP-MALDI-IT-MS, jsou zafizeni
schopna produkovat velmi podobna spektra. Klasické sys-
témy MALDI-TOF ale produkuji spektra s vyssi odezvou
hmot o nizsi a stfedni molekulové hmotnosti. V ptipadé
AP-MALDI-IT-MS nejsou ionty o nizké hmotnosti pfili§
vyznamné. Tento jev je zpusoben ¢etnymi kolizemi nizko-
molekularnich iontli za atmosférickych podminek, ¢imz
dochazi ke sniZeni vnitfnich energii iontl a tim i k jejich
prenosu ze zdroje do hmotnostniho detektoru. Zaroven je
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optickd cast systému IT-MS optimalizovana pro pienos
iontd o vy$Sich hmotnostech a tim dochédzi k potlaceni
transmise iontd o nizké hmotnosti, zejména pak ionti mat-
rice.

Oproti klasickym syst¢émim MALDI-TOF nabizi
usporfadani AP-MALDI-IT-MS zfejmou vyhodu v moz-
nosti ziskdni MS 1 MS/MS spekter na koncentracnich hla-
dinach nizsich nez 1 fmol. Napf. na obr. 5. jsou znazor-
néna MS a MS/MS spektra ziskana analyzou 250 amol
BSA pomoci AP-MALDI-IT-MS systému®. Tonty ozna-
¢ené v MS spektru kosoétvercem byly vybrany rezimem
AUTO-MS/MS pro izolaci a néslednou fragmentaci. Na
dvou spodnich obrazcich jsou pak znazornény ptiklady
takto ziskanych spekter MS/MS. Takto ziskand data lze
nasledné vyuzit pro vyhledavani v databazich proteino-
vych nebo nukleotidovych sekvenci.

Na druhé strané ale stale zlstava velkou vyhodou
klasického usporddani MALDI-TOF moznost méfeni
s vysokou presnosti. Proto dalsi ¢ast tohoto ¢lanku bude
vénovana moznostem propojeni AP-MALDI s TOF-MS
systémy.

3.2. AP-MALDI-0aTOF

Dalsi alternativou vyuziti AP-MALDI je aplikace této
ionizace v systému vybaveném analyzatorem TOF
s orthogonalni akceleraci (0aTOF). Systém 0aTOF mi-
ze byt vyuzit v kombinaci s elektrosprejem napf. pro
2D-HPLC-TOF-MS analyzu a v dal§im kroku pro AP-
MALDI analyzu peptidi vzniklych enzymatickym $tépe-

MS spektrum 250 amol tryptického
stépeni hovéziho serumalbuminu
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Tabulka I
Identifikované sekvence peptidii trypsinového Stépeni hovéziho serumalbuminu (BSA)
Sekvence peptidi® Teoreticka m/z AP-MALDI-IT-MS MALDI-TOF 1 MALDI-TOF 2
[m/z] [m/z] [m/z] [m/z]
AWSVAR 689,4 689,4
SEIAHR 712,4 712,4
NYQEAK 752,4 752,4
: 833,1
LSQKFPK 847.5 847,5 847.,5
! 855,1
LCVLHEK 899.5 899,5 899,5
IETMREK 922,5 922,5 922,5
YLYEIAR 927,5 927,8 927,5 927,5
: 997,6
? 1060,1
CCTESLVNR 1140,5 1140,5 1140,5
LVNELTEFAK 1163,6 1164,0 1163,6 1163,6
CCTKPESER 1168,5 1168,9 1168,5 1168,5
FKDLGEEHFK 1249,6 1249,9 1249,6 1249,6
HLVDEPQNLIK 1305,7 1306,0 1305,7 1305,7
SLHTLFGDELCK 1420,7 1420,8 1420,7 1420,7
RHPEYAVSVLLR 1439,8 1439,5 1439,8 1439,8
YICDNQDTISSK 1444,6 1444,8 1444,6 1444.6
TCVADESHAGCEK 1465,6 1465,7 1465,6 1465,6
LGEYGFQNALIVR 1479,8 1480,0 1479,8 1479,8
QTALVELLKHKPK 15049 1504,7 1504,6
LKECCDKPLLEK 1534,7 1534,8 1534,7 1534,8
DDPHACYSTVFDK 1555,6 1555,7
DAFLGSFLYEYSR 1567,7 1567,8
LKPDPNTLCDEFK 1577,8 1577,7 1577.8
KVPQVSTPTLVEVSR 1639,9 1640,0 1640,0 1640,0
YNGVFQECCQAEDK 1749,7 1749,7
? 1779,8 1779,9
RPCFSALTPDETYVPK 1881,9 1881,9 1881,9 1881,8
NECFLSHKDDSPDLPK 1902,9 1902,8
LFTFHADICTLPDTEK 1908,9 1909,0 1908,9
LKPDPNTLCDEFKADEK 2021,0 2020,9 2021,0
VHKECCHGDLLECADDR 2116,8 2116,6 2116,9

Pozn.: Koncentrace 5 fmol; * oznacuje hmoty, které neodpovidaji zadné sekvenci vzniklé rozkladem BSA; C = karboxyme-

thylovany cystein®

nim proteind. Jednozna¢nou ptednosti je pak rychla vymeé-
na obou zdroji a tedy i vysoka flexibilita pfistroje. Podob-
né¢ jako u AP-MALDI-IT-MS i zde je vyhodou oddéleni
kroktli ionizace a vlastni hmotnostni analyzy. Parametry
ionizace tudiz neovliviiuji dosazené rozliSeni a pfesnost
stanoveni hmotnosti analyzatoru oaTOF. Tim je dosazeno
rutinniho méfeni spekter s presnosti hmot lepsi nez 5 ppm
a vynikajiciho rozliSeni (>10 000). Vyhodou systému oa-
TOF firmy Agilent Technologies je kromé jiz zminénych
parametrll i velmi Siroky dynamicky rozsah (3—4 fady),
ktery umoziuje simultanni stanoveni peptidi ptitomnych

ve vzorku na velmi rozdilnych koncentra¢nich hladinach.

Dalsi vyhodou jiz zminéného uspofadani je mimo jiné
také vynikajici citlivost. Na obr. 6 je znazornéno spektrum
produktt tryptického Stepéni 500 amol apotransferrinu.
Pro interni kalibraci hmotnostni osy bylo pouzito iontd
matrice (190,0499, 379,0925, 568,1351), ¢imz bylo dosa-
zeno rutinné stanoveni hmot s presnosti lepsi nez 5 ppm.
Pro PMF vyhledavéni v databazi pak byl pouzit uzsi limit
10 ppm, ¢imz bylo dosazeno také vyssi pravdépodobnosti
shody a eliminace potencidln& falesnych vysledki’.
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Obr. 6. Spektrum AP-MALDI-0aTOF-MS 500 amol apotrans-
ferrinu (APO) (tryptické Stépeni)

4. AP-MALDI v kombinaci s 2D-nanoHPLC

Identifikace proteind v komplexnich smésich v minu-
losti byla a stale je vétSinou realizovana klasickym postu-
pem, tj. separaci smési proteind technikou dvourozmérné
gelové elektroforézy (2D-GE), naslednym §tépenim izolo-
vanych proteind vhodnym enzymem a identifikaci vzniklé
smési peptidi metodou MALDI-TOF. Nevyhodou tohoto
usporadani je Casova a manualni naro¢nost. Na druhé stra-
né, vyhodou je moznost dosazeni velmi spolehlivych vy-
sledkti diky vysokému rozliseni 2D-GE a spolehlivé iden-
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tifikaci vyhledavanim v proteinovych databazich (PMF).

Alternativni technikou, kterd nabyva stale vétSiho
vyznamu, je analyza komplexnich smési peptidi vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s MS de-
tekci. Vzhledem k tomu, ze mnozstvi vzorku je obvykle
velmi malé, vyuziva se k separaci smési peptidi HPLC
v kapilarnim (pritok mobilni faze 1-20 plmin™") nebo
nano (10-1000 nl min™") uspofadani. Vyhodou 2D-HPLC
je moznost automatizace celého procesu a tim i dosazeni
reprodukovatelnéjsich vysledkd.

Existuje n¢kolik moznosti realizace 2D-HPLC v kom-
binaci s MS detekci, které se lisi v konfiguraci systému.
Zaroven je prostiednictvim rdzného usporadani systému
dosazeno velmi odlisné kvality ziskanych dat.

4.1. Online 2D-HPLC-MS-MS s diskon-
tinualnim gradientem

Nejjednodussi zpisob realizace 2D-HPLC je zobra-
zen na obr. 7 (cit.'®). V prvni dimenzi je vzorek obsahujici
peptidy vzniklé enzymatickym S§tépenim smeési proteint
nanesen automatickym davkovacem na kolonu obsahujici
silny katex (SCX). Eluce frakci peptidi z kolony SCX je
realizovana postupnymi nastfiky roztoku mravencanu
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Obr. 9. Offline 2D-HPLC-MS/MS

amonné¢ho o rostoucich koncentracich (napt. 20, 40, 60,
80, 100, 150, 200, 300, 500, 1000 mM). Kazda z frakei je
nejprve vedena na rekoncentracni kolonku, kde dojde
k zachyceni eluovanych peptidi. Poté dojde k ptepnuti
rekoncentra¢ni kolonky do druhé dimenze (pritok fizeny
napf. nano pumpou) a postupnym gradientem organické
faze dochazi k vymyti peptidi na analytickou kolonu. Na-
sledné je realizovana jejich separace a detekce systémem
ESI-IT-MS-MS.

4.2. Online 2D-HPLC-MS-MS se semi-
kontinualnim gradientem
Diskontinudlni 2D-HPLC, zminénd v piedchozim
odstavcei, ma nékolik nevyhod. Jako hlavni je mozno uvést
tu, Ze kolona SCX neni provozovana v optimalnim rovno-
vazném rezimu a ze dochazi pouze k nastfikiim jednotli-
vych davek soli. To miize vést napf. k eluci jednoho pepti-
du ve dvou riznych frakcich a tim ke snizovani detek¢nich
moznosti (citlivosti) systému. Optimalizovanym feSenim
je 2D-nanoHPLC se semikontinualnim gradientem — viz
obr. 8. Zakladni princip je totozny s pfedchozim systé-
mem. Nicméné v tomto usporadani jsou peptidy vymyva-

75 um x 150 mm x 3,5 pm analyticka !
kolona

ny z katexové kolonky kontinudlnim gradientem na dvé
cyklicky se ptepinajici rekoncentra¢ni kolonky. Timto
usporadanim je dosaZeno podstatné lepsiho rozliSeni pepti-
da a tim i spolehlivéjsi identifikace'.

4.3. Offline 2D-HPLC-MS-MS

Dalsi moZnosti zvySeni rozliSeni systému 2D-HPLC
je oddéleni frakcionace peptidi na koloné¢ SCX a vlastni
chromatografické separace jednotlivych frakci. Jedno
z moznych usporadani je zobrazeno na obr. 9. V této kon-
figuraci je smés peptidli nanesena na katexovou kolonu
a jednotlivé frakce peptidd jsou postupné vymyvany ros-
toucim gradientem soli a frakcionovany sbéracem frakci.
Frakce obsahujici eluované peptidy jsou sbirany ptimo do
mikrotitranich desti¢ek. Mikrotitracni desticka s frakcemi
je pak prenesena do systému 2D-nanoHPLC-MS-MS
a jednotlivé frakce z kolony SCX jsou nastiikovany a ana-
lyzovany pomoci 2D-HPLC na reverzni fazi'2. Vyhodou
tohoto uspotadani je podstatn¢ vyssi rozliSeni nez v ptipa-
d¢ online systému. Je mozné provést také frakcionaci na
desticky MALDI a provést jejich analyzy libovolnym sys-
témem MALDI-MS.
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4.4. Offline 2D-nanoLC-MALDI-MS-MS

Ackoliv je systémem offline dosazeno velmi kvalit-
nich vysledkl zejména diky vynikajicimu rozlieni techni-
ky, problémem je omezend kapacita systému MS-MS na
bazi iontové pasti. Pfi koeluci nékolika peptidi béhem
separace neni systétm MS-MS na bazi iontové pasti scho-
pen provést dostatecny pocet cyklt a identifikovat v§echny
slozky v piku. Proto je vyhodnéjsi pfevod jednotlivych
frakci na MALDI desticky a analyza napt. systémem AP-
MALDI-IT-MS-MS. Tento proces je ovsem samoziejmé
pomérné Casoveé narocny a je také relativné pracny. Proto
byla provedena tprava mikrosbérace frakci pro moznost
frakcionace piimo na MALDI desticky". Zakladnim pro-
blémem tohoto feseni je nutnost spolehlivé depozice frak-
ce 0 minimalnim objemu (stovky nl) na desti¢ku.

Obr. 10. Proces depozice frakce na desticku MALDI mik-
rosbéracem frakci Agilent Technologies

Na obr. 10. je znazornén proces depozice frakce na
desticku MALDI pomoci mikro sbérace frakci firmy Agi-
lent Technologies. Klicovym rysem je pohyb jehly ve
vertikdlnim sméru soub&zné se zvetSovanim velikosti kap-
ky. Tim je zabranéno ulpivani kapky na jehle a zhorSeni
reprodukovatelnosti frakcionace. Navic je mozné do systé-
mu zatadit i zafizeni pro online ptfidavani matrice MALDI
do proudu mobilni faze pistovou pumpou. Poslednim kro-
kem je pak pouze vysuSeni kapek na destiCce a pieneseni
desticky do systému MALDI-MS-MS. Mikrosbéra¢ frakci
je mozné pouzit pro depozici na jakékoli desticky MALDI
od riiznych vyrobct systémt MS.

5. Zavér

Cilem tohoto ¢lanku bylo pfedstavit alternativni tech-
niky ke klasickym technikdm pouzivanym v proteomické
analyze. Vyhodami ionizace AP-MALDI oproti klasické
MALDI jsou lepsi citlivost, vysoka flexibilita a moznost
vyuziti s celou fadou MS systémt.. Kombinaci systému
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2D-HPLC se sbéracem frakci schopnym piimé depozice
na desticky MALDI je pak mozné ziskat velmi kvalitni
data i v pfipadé analyz pomérn¢ slozitych smési peptidu.
Velkou vyhodou kombinace systémi 2D-nanoHPLC s AP-
MALDI je moznost automatizace celého procesu a tim
1 dosazeni vysoké spolehlivosti naméfenych dat.
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M. Godula (HPST Co., Prague): Laser lonization
in the Presence of Matrix at Atmospheric Pressure
(AP-MALDI) —A New Direction in Peptide and Protein
Analysis

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)
is a popular technique for protein and peptide analysis.
Historically, MALDI analyses have been accomplished
with the sample under vacuum in combination with time-
of-flight (TOF) mass analyzers, MALDI-TOF. More re-
cently, MALDI has been performed at atmospheric pres-
sure (AP-MALDI), in combination with various MS sys-
tems. A short overview is given on the advantages and
application potential of AP-MALDI in proteomics area.



