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1. Uvod

Linearni iontové pasti (2D) jsou jiz delsi dobu vyuzi-
vany pro studium spektroskopickych a dalSich fyzikalnich
vlastnosti iontll. V roce 1997 bylo navrzeno pouziti lineér-
ni iontové pasti jako procesoru kvantové informace'
a pozd¢ji, v kalifornské Jet Propulsion Laboratory, byla
iontova past pouzita jako velmi pfesny Casovy standard,
pouzitelny pii kosmickych vypravach®’. John D. Prestage
ze stejné laboratofe navrhl pouziti linearni iontové pasti
jako hmotnostniho analyzatoru pro analyzu plynd, pouZi-
telného diky malé hmotnosti, rozmérim a malé spotiebé
energie na vyzkumnych kosmickych sondach (vice na
www.nasatech.com). Uvedené aplikace jsou jen malou
ukézkou Sirokého pouziti téchto ptistroju ve fyzice, astro-
nomii a dalSich oborech.

V hmotnostni spektrometrii byla linearni iontova past
pouzita nejprve jako kolizni cela trojitého kvadrupolu®,
pozdéji pak jako soucast hybridnich systému s FT-ICR
(cit.s), TOF (cit.6) popt. 3D iontovou pasti7 ¢i kvadrupolem
(Q-Trap).

Vyhody 2D proti 3D iontové pasti popsal Syka

aspol.8 a spolu s Bierem také navrhl né€kolik moZznych
usporadani linearni a prstencové 2D iontové pasti jako
hmotnostniho analyzatoru’. Komeréni hmotnostni spektro-
metr na bazi linearni iontové pasti byl pozdé€ji uveden na
trh firmou Finnigan jako Finnigan LTQ.

2. Porovnani 2D a 3D iontové pasti

Teorie a principy fungovani iontovych pasti presahuji
ramec této prace a jsou podrobné popsany v fadé praci'® "2,
Omezim se tedy na porovnani n€kterych zakladnich para-
metrt téchto systémd s ohledem na pozdé&ji uvedené apli-
kace.

2.1. Efektivita zdchytu iontu

P1i nastfiku iontl, generovanych v externim zdroji, do
3D iontové pasti dochazi k vyznamné ztraté iontl a jejich
diskriminaci podle hmotnosti. Pfi¢inou je skutecnost, ze
vstupujici ionty musi proniknout do pomérné silného RF
pole, které existuje ve sméru vstupujicich iontd a pfi vstu-
pu maji bud’ pfili§ malo ¢i priliS mnoho kinetické energie
na to, aby odpovidajici mnozstvi kolizi s ptitomnym heli-
em (buffer gas) sniZilo tuto energii na hodnotu umoziujici
zachyt iontu v iontové pasti. Efektivita zachytu iontd v 3D
iontové pasti tak je limitovana na cca 5 % (cit."”), pfitemz
pfi zachytu iont v Sirokém rozmezi m/z dochézi k jejich
vyznamné diskriminaci.

Ve 2D iontové pasti je RF pole ve sméru letu
(nastfiku) iontd minimalni (obr. 1). Efektivita zachytu
iontd tak mize dosahovat az 100 % (cit.*), v praxi se viak
obvykle pohybuje mezi 50-70 %. Diskriminace iontd
v zavislosti na jejich m/z je minimalni.

2.2. Limit prostorového naboje

Prostorovy néboj zavisi na poctu iontlt zachycenych
v iontové pasti a vyznamné limituje vlastnosti vSech analy-
zatorQ pracujicich na tomto principu, a to jak v pribéhu
uchovani ionti (Storage space charge limit), tak pfi jejich

osa nastfiku iontl
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Obr. 1. Porovnani 3D a 2D iontové pasti
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Obr. 2. Porovnani experimentalné naméfenych hodnot posu-
nu méirené hmotnosti na poc¢tu ionti v analyzatoru pro 3D a
2D iontovou past
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Obr. 3. RozliSeni a posun hmotnosti naméfeného spektra
v zavislosti na poctu ionti v 2D iontové pasti; IT — doba nastii-
ku iontt

Tabulka I
Porovnéni nékterych parametri u 3D (Finnigan LCQ) a 2D
(Finnigan LTQ) iontové pasti

Parametr Hodnota

3D iontova 2D iontova rozdil

past past

Efektivita zachy- ~ 55-70 ~5 > 10
tu iontl, %
Efektivita detek- ~ 100 ~50 1-2
ce, %
Efektivita cel- ~35-55 ~2.5 >10
kem, %
Kapacita ~20 000 <500 > 40
(spektralni), po-
Cet iontll
Sken. rychlost — 1100 267 4
Zoom
Sken. rychlost — 27 NA® NA®

Ultra Zoom

*NA — nejsou k dispozici
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izolaci, aktivaci a ziskani vysledného hmotnostniho spekt-
ra (Spectral space charge limit). Posledn€ jmenovana hod-
nota ma nejvetsi vliv na kvalitu ziskaného MS spektra
(rozliSeni, posun naméfené oproti skutecné).

Obr. 2 uvadi provnani experimentalné namétenych
hodnot posunu méfené hmotnosti na poctu iontl
v analyzatoru pro 3D a 2D iontovou past, obr. 3 pak vzhled
nameéfeného spektra v zavislosti na poctu iontl v 2D iontové
pasti.

2.3. Rozliseni

Stejné jako u 3D pasti je mozné i u 2D analyzatort
ziskat spektra s vy$§im rozliSenim zpomalenim rychlosti
skenu a amplitudy vypuzujiciho napéti. To vSak vede ke
snizeni hodnoty spektralniho limitu prostorového naboje
a vyzaduje u 3D pasti primérovani nékolika skenti. Zvyse-
na kapacita 2D iontovych pasti naproti tomu umoziuje
akvizici kvalitniho spektra s vy$§im rozliSenim bez tohoto
priamérovani.

Praktickym vysledkem vySe uvedené vlastnosti 2D
iontovych pasti je jednak rychlejsi skenovani pii jednotko-
vém rozlieni, jednak vys$si rozliSeni pfi srovnatelné rych-
losti skenu.

Rozliseni je v 2D iontové pasti vyrazné vice zavislé
na presné geometrii pasti nez u 3D analyzatoru. Zatimco
ve 3D analyzatoru jsou ionty v dob€ vypuzeni do detektoru
soustiedény v oblacku s primérem cca 1 mm, je stejny
oblacek v 2D pasti ,roztazen“ do cca 30 mm délky
v axialnim sméru. Pfesna geometrie kvadrupolu tak hraje
velikou roli.

Tabulka I uvadi porovnéani n¢kterych parametrti u 3D
(Finnigan LCQ) a 2D (Finnigan LTQ) iontové pasti.

3. Aplikace 2D iontové pasti v proteomice

Proteomick4 analyza soucasnosti usiluje o identifikaci
vSech proteinti v daném biologickém systému. Vzhledem
k nesmirné slozitosti t€chto systémt a dynamickému roz-
sahu koncentraci proteinli neni zatim mozné beze zbytku
identifikovat vSechny proteiny i v jednoduchych systé-
mech, jako jsou bakterie ¢i kvasinky.

Obr. 4 ukazuje typicky postup proteomické analyzy,
tabulka II pak porovnava tfi b&zné pouZivané metody ana-
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Obr. 4. Proteomicka analyza
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lyzy, pficemz 3D iontové pasti jsou tradicné jednim
z nejcastéji pouzivanych MS systémi v proteomické ana-
Iyze s ohledem na jejich citlivost, robustnost, snadné ovla-
dani a vynikajici pomér cena/vykon'*'®.

2D iontové pasti dale rozsifuji moznosti 3D iontovych
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Obr. 5. Proteiny identifikované v CSF pomoci 2D-HPLC-MS/
MS s 2D iontovou pasti; koncentracni rozsah 7 fadu
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pasti a umoznuji napf-.:

— identifikaci 1 nizkych koncentraci  proteind
v proteomu diky vétsi citlivosti a v&tSimu dynamic-
kému rozsahu (obr. 5),

— uréeni poCtu naboji u vicenasobné nabitych iontd
diky vy$§imu rozliSeni (obr. 6),

—  moznost vicenasobného MS" diky vét§imu mnozstvi
iontd, jez je mozné v iontové pasti akumulovat,

—  zrychleni analyz popt. zvySeni mnozstvi ziskanych
dat diky moznosti rychlejsiho skenovani.

Zrychleni analyzy bylo demonstrovano napt. porov-
nanim 3D iontové pasti (Finnigan LCQ Deca XP Plus)
a2D iontové pasti (Finnigan LTQ) na analyze peptidi
vzniklych tryptickym $tépenim Mycoplasma pneumoniae"’.
Smés peptidii byla nejprve podrobena SCX frakcionaci

Tabulka II
Metody proteomické analyzy
Piiprava vzorku Separace Detekce
Precipitace etha- 2D Gel gelova extrakce &
nolem, alkylace, IPG (pH 3-10) & nanosprej
trypsinolyza 14%T iontova past MS/MS
Ultrafiltrace, IDLC nanosprej
alkylace, trypsi- (obracend faze)  iontova past MS/MS
nolyza
Ultrafiltrace, 2D LC nanosprej
alkylace, trypsi- (iontovd vyména iontova past MS/MS
nolyza & obracena faze)
LCQ Classic
Zoom scan
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Obr. 6. Porovnani rozliSeni ziskaného technikou Zoom Scan (3D iontova past LCQ) a Ultrazoom Scan (2D iontova past LTQ)
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Obr. 7. Kapilarni RP-HPLC-MS/MS analyza frakce 37 na (a)
Finnigan LCQ Deca XP Plus; doba analyzy 200 min, 3D ionto-
va past a (b) Finnigan LTQ; doba analyzy 100 min, 2D iontova
past
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Obr. 8. Kvalita identifikace proteinti (prvnich 10) vyjadi‘ena
pomoci Sequest Consensus Score; 1 — leucine aminopeptidase, 2
— pyruvate dehydrogenase E1 beta-subunit, 3 — molecular chape-
rone, 4 — DNA-directed RNA polymerase beta chain, 5 — RNA
polymerase beta subunit, 6 — ribosomal protein L1, 7 — conserved
hypothetical protein, 8 — PEP-dependent HPr protein kinase
phosphoryltransferase, 9 — L-lactate dehydrogenase, 10 — Heat-
shock protein GroEL

a jednotlivé frakce analyzovany LC/MS/MS na kapilarni
koloné s reverzni fazi, pficemz podminky byly zvoleny
tak, aby analyza byla dvakrat krat$i na LTQ (obr. 7). I pfi
tomto dvojndsobném zrychleni analyzy bylo mozné identi-
fikovat pfiblizné stejné mnozstvi proteind (548 na LTQ vs.
575 na LCQ). Pfestoze byla pro HPLC separaci pii analy-
ze pomoci 2D iontové pasti pouzita kratsi HPLC kolona (5
cm proti 20 cm na 3D pasti), byla kvalita identifikace pro-
teind vyjadfend parametrem ,,Sequest Consensus Score*
na tomto pristroji vyrazné lepsi (obr. 8).

4. Spojeni 2D iontové pasti s FT-ICR
analyzatorem

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, linedrni iontovou past je
mozné kombinovat s dalsimi MS analyzatory. Kombinaci

940
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Obr. 9. Schéma hybridniho hmotnostniho spektrometru Fin-
nigan LTQ-FT

2D pasti s FT-ICR uvedla na trh firma Thermo Electron
jako Finnigan LTQ-FT (obr. 9). Oba MS analyzatory
v tomto systému mohou pracovat paralelné, pfi¢emz prvni
ast poskytuje MS/MS a MS" spektra, FT-ICR analyzator
pak velmi pfesnou hmotnost vybranych iontll. Pfesnost
méfeni hmotnosti byva rutinné pod 1 ppm, rozliseni FT-
ICR pak podle rychlosti skenovani 100 000 (1 sken s az
500 000 (1 sken na 4 s).

Méfeni velmi pfesné hmotnosti v MS/MS spektrech

teini  pomoci tzv. ale 1 ,bottom-
up“proteomické analyzy'®.

Systém 2D iontova past — ICR je velmi snadno ovla-
datelny a vhodny pro rutinni méfeni velkého mnozstvi
vzorkl. Prikladem muaze byt spojeni LTQ-FT s robotem
Advion NanoMate 100 (automatické davkovani vzorku,
ESI chip)". 48 vzorkil riiznych analyti (peptidy, proteiny,
polymery, 1é¢iva) riznych koncentraci bylo analyzovano
duplicitné (96 méfeni), pficemz doba analyzy vzorku byla
cca 1 min. Doba jednoho cyklu (sken 2002000 amu) byla
1 s a ziskané rozlisSeni 100 000 (FWHM) na iontu m/z 400.
Pro méfeni presné hmotnosti byla pouzita 2 dny stara ex-
terni kalibrace. Pfi téchto podminkach byla piesnost stano-
veni hmoty ve velké vétSin€ ptipadi pod 1 ppm.

Kromé¢ MS/MS spekter ziskanych kolizi CID
v iontové pasti umoziuje hybridni systém 2D iontova past
- FT-ICR i dalsi ioniza¢ni techniky v cele ICR (ECD,
IRMPD) pouZivané pfi proteomickych analyzach a je za-
stupcem nové tiidy pfistroji poskytujicich potiebna data
(MS/MS, vysoké rozliSeni, pfesnd hmotnost, fragmentace)
pfi zachovani jednoduché obsluhy a moznosti rutinnich
analyz.

»top-down*

5. Spojeni 2D iontové pasti s FT-MS Orbitrap
analyzatorem

Toto spojeni bylo jako komeréné dostupny systém
uvedeno firmou Thermo Electron na konferenci ASMS
2005 v San Antonio, kdyz pfedem publikované vysledky
mé&feni*** naznagily potencidl nového MS analyzatoru.

Podobné jako v pripadé FT-ICR se jedna o FT/MS
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Obr. 10. Schéma Orbitrapu

analyzator, tentokrat vSak s elektrostatickym polem misto
magnetického. V analyzatoru jsou ionty zachyceny radial-
né a osciluji kolem centrélni elektrody, umisténé axialné
v dutiné analyzatoru (obr. 10). Oscilace ionti v Orbitrapu
jsou zavislé na jejich hodnoté m/z a jsou nedestruktivné
meéfeny a prevedeny Fourierovou transformaci na hmot-
nostni spektra.

Stejné jako v piipadé spojeni s FT-ICR je mozné sou-
bézné provadét MS” experimenty v linearni iontové pasti
a méfeni presné hodnoty m/z vybranych iontl v orbitrapu.

Publikované parametry jsou rozliseni 150 000, pies-
nost méteni hodnoty m/z 2-5 ppm a rozsah m/z do 6000
amu. Orbitrap zaroven vykazuje velkou kapacitu a dyna-
micky rozsah®. Velikou vyhodou tohoto analyzatoru je
absence rozmérného supravodivého magnetu a tim i na-
kladného chlazeni tekutym heliem a dusikem. Vyznamnou
vyhodou mutize byt i jednoduché ovladani.

6. MALDI za sniZeného tlaku (vMALDI) jako
iontovy zdroj 2D iontové pasti

Kombinace MALDI ionizace a 3D iontové pasti byla
pouzita pro rychlou identifikaci bilkovin®’. Zajimavé moz-
nosti poskytuje spojeni 2D iontovych pasti s MALDI ioni-
zaci za snizeného tlaku (VMALDI) viz tabulka III. Toto
spojeni umoznuje rychlou a velmi citlivou MS/MS analyzu
peptidovych §tépt bilkovin po 1D nebo 2D gelové separa-
ci, frakci peptidii v 96 nebo 384 jamkovych destickach,

Tabulka IIT

Nékteré parametry VMALDI-LTQ

Parametr Hodnota

RozliSeni na vstupu 0,5 Da

iontd

Citlivost 250 amol digest (MS/MS s identifi-

kaci), 200 amol jeden peptid

Pocet stupnt MS/MS 10

Kalibrace stabilni, provadi se separatné
Rozsah méfenych do 4000

hmotnosti

Pfesnost méteni m/z
Rychlost akvizice

typicky 15-85 ppm
1,5 s (3 pulsy laseru x 10 priméro-
vanych spekter)
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ptipadné analyzu na BIOCHIPS™ firmy LCI (Fremont,
CA). Ziskand MS/MS spektra lze pouzit pro identifikaci
bilkovin na zakladé peptidové sekvence napf. programem
SEQUEST. Zatimco LC/MS analyza obvykle trva 30-60
min, analyza vVMALDI-2D-IT vyZaduje jednotky minut na
vzorek.

Prikladem pouziti této techniky muize byt analyza
fosforylace mlécnych bilkovin (kasein) po jejich separaci
na 1D SDS. S vyuzitim Data Dependent MS® experimentu,
umoziiyjiciho sledovani neutralni ztraty 98, kterd v iontové
pasti u vétsiny peptidi odpovida ztraté H;PO, (popt. HPO,
+ H,0) a s vyuzitim prohlize¢e SEQUEST"" byly identifi-
kovany vsechny ¢tyfi mlééné kaseiny (alfa-kasein S1 a S2,
beta-kasein a kappa kasein) a mista jejich fosforylace®'.

7. Zavér

Rychly vyvoj hmotnostnich spektrometrit na bazi
iontové pasti v poslednich letech vede k Sirokému nasazeni
téchto systému v proteomické analyze. Umoziuji rychlou
a citlivou tandemovou hmotnostni spektrometrii pii rela-
tivn€ nizké cené instrumentace.

Uvedeni linearni iontové pasti a jeji kombinace
s ICR-FT-MS a pozdé&ji naprosto nového spojeni linedrni
iontové pasti s analyzatorem na bazi orbitrapu pak jesté
zvySuje potencial této techniky zvySenim jeji citlivosti,
dynamického rozsahu, moznosti vysokého a velmi vysoké-
ho rozliseni a velmi pfesného urceni hmotnosti. Vyvoj
v této oblasti zfejme zdaleka nekonci a iontové pasti budou
hrat v budoucnu stale vyznamné&jsi roli.
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