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1. Úvod 

 
Lineární iontové pasti (2D) jsou ji� del�í dobu vyu�í-

vány pro studium spektroskopických a dal�ích fyzikálních 
vlastností iontů. V roce 1997 bylo navr�eno pou�ití lineár-
ní iontové pasti jako procesoru kvantové informace1 
a později, v kalifornské Jet Propulsion Laboratory, byla 
iontová past pou�ita jako velmi přesný časový standard, 
pou�itelný při kosmických výpravách2,3. John D. Prestage 
ze stejné laboratoře navrhl pou�ití lineární iontové pasti 
jako hmotnostního analyzátoru pro analýzu plynů, pou�i-
telného díky malé hmotnosti, rozměrům a malé spotřebě 
energie na výzkumných kosmických sondách (více na 
www.nasatech.com). Uvedené aplikace jsou jen malou 
ukázkou �irokého pou�ití těchto přístrojů ve fyzice, astro-
nomii a dal�ích oborech. 

V hmotnostní spektrometrii byla lineární iontová past 
pou�ita nejprve jako kolizní cela trojitého kvadrupolu4, 
později pak jako součást hybridních systémů s FT-ICR 
(cit.5), TOF (cit.6) popř. 3D iontovou pastí7 či kvadrupolem 
(Q-Trap). 

Výhody 2D proti 3D iontové pasti popsal Syka 

a spol.8 a spolu s Bierem také navrhl několik mo�ných 
uspořádání lineární a prstencové 2D iontové pasti jako 
hmotnostního analyzátoru9. Komerční hmotnostní spektro-
metr na bázi lineární iontové pasti byl později uveden na 
trh firmou Finnigan jako Finnigan LTQ. 

 
 

2. Porovnání 2D a 3D iontové pasti 
 
Teorie a principy fungování iontových pastí přesahují 

rámec této práce a jsou podrobně popsány v řadě prací10�12. 
Omezím se tedy na porovnání některých základních para-
metrů těchto systémů s ohledem na později uvedené apli-
kace. 

 
2 . 1 .  E f e k t i v i t a  z á c h y t u  i o n t ů  

Při nástřiku iontů, generovaných v externím zdroji, do 
3D iontové pasti dochází k významné ztrátě iontů a jejich 
diskriminaci podle hmotnosti. Příčinou je skutečnost, �e 
vstupující ionty musí proniknout do poměrně silného RF 
pole, které existuje ve směru vstupujících iontů a při vstu-
pu mají buď příli� málo či příli� mnoho kinetické energie 
na to, aby odpovídající mno�ství kolizí s přítomným heli-
em (buffer gas) sní�ilo tuto energii na hodnotu umo�ňující 
záchyt iontu v iontové pasti. Efektivita záchytu iontů v 3D 
iontové pasti tak je limitována na cca 5 % (cit.13), přičem� 
při záchytu iontů v �irokém rozmezí m/z dochází k jejich 
významné diskriminaci. 

Ve 2D iontové pasti je RF pole ve směru letu 
(nástřiku) iontů minimální (obr. 1). Efektivita záchytu 
iontů tak mů�e dosahovat a� 100 % (cit.4), v praxi se v�ak 
obvykle pohybuje mezi 50�70 %. Diskriminace iontů 
v závislosti na jejich m/z je minimální.  

 
2 . 2 .  L i m i t  p r o s t o r o v é h o  n á b o j e  

Prostorový náboj závisí na počtu iontů zachycených 
v iontové pasti a významně limituje vlastnosti v�ech analy-
zátorů pracujících na tomto principu, a to jak v průběhu 
uchování iontů (Storage space charge limit), tak při jejich 

Obr. 1.  Porovnání 3D a 2D iontové pasti  

osa nástřiku iontů 

3D iontová past 2D iontová past 
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izolaci, aktivaci a získání výsledného hmotnostního spekt-
ra (Spectral space charge limit). Posledně jmenovaná hod-
nota má největ�í vliv na kvalitu získaného MS spektra 
(rozli�ení, posun naměřené  oproti skutečné). 

Obr. 2 uvádí provnání experimentálně naměřených 
hodnot posunu měřené hmotnosti na počtu iontů 
v analyzátoru pro 3D a 2D iontovou past, obr. 3 pak vzhled 
naměřeného spektra v závislosti na počtu iontů v 2D iontové 
pasti. 

 
2 . 3 .  R o z l i � e n í  

Stejně jako u 3D pastí je mo�né i u 2D analyzátorů 
získat spektra s vy��ím rozli�ením zpomalením rychlosti 
skenu a amplitudy vypuzujícího napětí. To v�ak vede ke 
sní�ení hodnoty spektrálního limitu prostorového náboje 
a vy�aduje u 3D pastí průměrování několika skenů. Zvý�e-
ná kapacita 2D iontových pastí naproti tomu umo�ňuje 
akvizici kvalitního spektra s vy��ím rozli�ením bez tohoto 
průměrování. 

Praktickým výsledkem vý�e uvedené vlastnosti 2D 
iontových pastí je jednak rychlej�í skenování při jednotko-
vém rozli�ení, jednak vy��í rozli�ení při srovnatelné rych-
losti skenu. 

Rozli�ení je v 2D iontové pasti výrazně více závislé 
na přesné geometrii pasti ne� u 3D analyzátoru. Zatímco 
ve 3D analyzátoru jsou ionty v době vypuzení do detektoru 
soustředěny v obláčku s průměrem cca 1 mm, je stejný 
obláček v 2D pasti �rozta�en� do cca 30 mm délky 
v axiálním směru. Přesná geometrie kvadrupolu tak hraje 
velikou roli. 

Tabulka I uvádí porovnání některých parametrů u 3D 
(Finnigan LCQ) a 2D (Finnigan LTQ) iontové pasti. 

 
 

3. Aplikace 2D iontové pasti v proteomice 
 
Proteomická analýza současnosti usiluje o identifikaci 

v�ech proteinů v daném biologickém systému. Vzhledem 
k nesmírné slo�itosti těchto systémů a dynamickému roz-
sahu koncentrací proteinů není zatím mo�né beze zbytku 
identifikovat v�echny proteiny i v jednoduchých systé-
mech, jako jsou bakterie či kvasinky. 

Obr. 4 ukazuje typický postup proteomické analýzy, 
tabulka II pak porovnává tři bě�ně pou�ívané metody ana-

Obr. 2. Porovnání experimentálně naměřených hodnot posu-
nu měřené hmotnosti na počtu iontů v analyzátoru pro 3D a 
2D iontovou past  

                                   počet iontů 

   IT = 0,03 msec      IT = 0,30 msec  IT = 3,0 msec   IT = 30,0 msec  IT = 300 msec  IT = 3000 msec 

Obr. 3. Rozli�ení a posun hmotnosti naměřeného spektra 
v závislosti na počtu iontů v 2D iontové pasti; IT � doba nástři-
ku iontů 

Tabulka I 
Porovnání některých parametrů u 3D (Finnigan LCQ) a 2D 
(Finnigan LTQ) iontové pasti 

Parametr 
 3D iontová 

past 
2D iontová 

past 
rozdíl 

Efektivita záchy-
tu iontů, % 

~ 55-70 ~ 5 > 10 

Efektivita detek-
ce, % 

~ 100 ~ 50 1−2 

Efektivita cel-
kem, % 

~ 35-55 ~ 2,5 > 10 

Kapacita 
(spektrální), po-
čet iontů 

~ 20 000 < 500  > 40 

Sken. rychlost − 
Zoom 

1100 267 4 

Sken. rychlost − 
Ultra Zoom 

27 NAa NAa 

Hodnota 

a NA − nejsou k dispozici 

příprava 
vzorku 

gelová 
elektroforéza 

analýza 
hmotnostní 
spektrometrií 

bioinformatika:  
−identifikace 
− kvantifikace 
−charakterizace 

Obr. 4. Proteomická analýza 
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lýzy, přičem�  3D iontové pasti jsou tradičně jedním 
z nejčastěji pou�ívaných MS systémů v proteomické ana-
lýze s ohledem na jejich citlivost, robustnost, snadné ovlá-
dání a vynikající poměr cena/výkon14�16. 

2D iontové pasti dále roz�iřují mo�nosti 3D iontových 

pastí a umo�ňují např.: 
− identifikaci i nízkých koncentrací proteinů 

v proteomu díky vět�í citlivosti a vět�ímu  dynamic-
kému rozsahu (obr. 5), 

− určení počtu nábojů u vícenásobně nabitých iontů 
díky vy��ímu rozli�ení (obr. 6), 

− mo�nost vícenásobného MSn  díky vět�ímu mno�ství 
iontů, je� je mo�né v iontové pasti akumulovat, 

− zrychlení analýz popř. zvý�ení mno�ství získaných 
dat díky mo�nosti rychlej�ího skenování. 
Zrychlení analýzy bylo demonstrováno např. porov-

náním 3D iontové pasti (Finnigan LCQ Deca XP Plus) 
a 2D iontové pasti (Finnigan LTQ) na analýze peptidů 
vzniklých tryptickým �těpením Mycoplasma pneumoniae17. 
Směs peptidů byla nejprve podrobena SCX frakcionaci 

    se
ru

m
 a

lb
um

in
 

  se
ro

tra
ns

fe
rr

 
 tra

ns
th

re
yt

in
 

 ap
ol

ip
op

ro
te

in
 

 β-
2-

m
ic

ro
gl

ob
ul

in
 

 ch
ro

m
og

ra
ni

n 
A

 
 am

yl
oi

d-
lik

e 
pr

ot
ei

n 
1 

 or
ex

in
 re

ce
pt

ro
 ty

pe
 1

 
 ne

ur
of

ila
m

en
t t

rip
le

t M
 

 lo
w

 a
bu

nd
an

ce
 

 
Obr. 5. Proteiny identifikované v CSF pomocí  2D-HPLC-MS/
MS s 2D iontovou pastí;  koncentrační rozsah 7 řádů 

 
LTQ 

Ultrazoom scan 

 
LCQ Classic 
Zoom scan 

Obr. 6. Porovnání rozli�ení získaného technikou Zoom Scan (3D iontová past LCQ) a Ultrazoom Scan (2D iontová past LTQ)  

Tabulka II 
Metody proteomické analýzy 

Příprava vzorku Separace Detekce 
Precipitace etha-
nolem, alkylace, 
trypsinolýza 

2D Gel 
IPG (pH 3-10) & 
14 % T 

gelová extrakce & 
nanosprej 
iontová past MS/MS 

Ultrafiltrace, 
alkylace, trypsi-
nolýza 

1D LC 
(obrácená fáze) 

nanosprej 
iontová past MS/MS 

Ultrafiltrace, 
alkylace, trypsi-
nolýza 

2D LC 
(iontová výměna 
& obrácená fáze) 

nanosprej 
iontová past MS/MS 
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a jednotlivé frakce analyzovány LC/MS/MS na kapilární 
koloně s reverzní fází, přičem� podmínky byly zvoleny 
tak, aby analýza byla dvakrát krat�í na LTQ (obr. 7). I při 
tomto dvojnásobném zrychlení analýzy bylo mo�né identi-
fikovat přibli�ně stejné mno�ství proteinů (548 na LTQ vs. 
575 na LCQ). Přesto�e byla pro HPLC separaci při analý-
ze pomocí 2D iontové pasti pou�ita krat�í HPLC kolona (5 
cm proti 20 cm na 3D pasti), byla kvalita identifikace pro-
teinů vyjádřená parametrem �Sequest Consensus Score� 
na tomto přístroji výrazně lep�í (obr. 8). 

   
 

4.  Spojení 2D iontové pasti s FT-ICR  
analyzátorem   
 
Jak ji� bylo uvedeno vý�e, lineární iontovou past je 

mo�né kombinovat s dal�ími MS analyzátory. Kombinaci 

2D pasti s FT-ICR uvedla na trh firma Thermo Electron 
jako Finnigan LTQ-FT (obr. 9). Oba MS analyzátory 
v tomto systému mohou pracovat paralelně, přičem� první 
část poskytuje MS/MS a MSn  spektra, FT-ICR analyzátor 
pak velmi přesnou hmotnost vybraných iontů. Přesnost 
měření hmotnosti bývá rutinně pod 1 ppm, rozli�ení FT-
ICR pak podle rychlosti skenování 100 000 (1 sken s-1) a� 
500 000 (1 sken na 4 s). 

Měření velmi přesné hmotnosti v MS/MS spektrech 
a vysoké rozli�ení se vyu�ívá k přesněj�í identifikaci pro-
teinů pomocí  tzv.  �top-down� ale i �bottom-
up�proteomické analýzy18.  

Systém 2D iontová past � ICR je velmi snadno ovla-
datelný a vhodný pro rutinní měření velkého mno�ství 
vzorků. Příkladem mů�e být spojení LTQ-FT s robotem 
Advion NanoMate 100 (automatické dávkování vzorků, 
ESI chip)19. 48 vzorků různých analytů (peptidy, proteiny, 
polymery, léčiva) různých koncentrací bylo analyzováno 
duplicitně (96 měření), přičem� doba analýzy vzorku byla 
cca 1 min. Doba jednoho cyklu (sken 200�2000 amu) byla 
1 s a získané rozli�ení 100 000 (FWHM) na iontu m/z 400. 
Pro měření přesné hmotnosti byla pou�ita 2 dny stará ex-
terní kalibrace. Při těchto podmínkách byla přesnost stano-
vení hmoty ve velké vět�ině případů pod 1 ppm. 

Kromě MS/MS spekter získaných kolizí CID 
v iontové pasti umo�ňuje hybridní systém 2D iontová past 
- FT-ICR i dal�í ionizační techniky v cele ICR (ECD, 
IRMPD) pou�ívané při proteomických analýzách a je zá-
stupcem nové třídy přístrojů poskytujících potřebná data 
(MS/MS, vysoké rozli�ení, přesná hmotnost, fragmentace) 
při zachování jednoduché obsluhy a mo�nosti rutinních 
analýz.   

 
 

5.  Spojení 2D iontové pasti s FT-MS Orbitrap 
analyzátorem   
 
Toto spojení bylo jako komerčně dostupný systém 

uvedeno firmou Thermo Electron na konferenci ASMS 
2005 v San Antonio, kdy� předem publikované výsledky 
měření22,23 naznačily potenciál  nového MS analyzátoru. 

Podobně jako v případě FT-ICR se jedná o FT/MS 

a 
 
 
 
 
 
b 

Obr. 7. Kapilární RP-HPLC-MS/MS analýza frakce 37 na (a) 
Finnigan LCQ Deca XP Plus; doba analýzy 200 min, 3D ionto-
vá past a (b) Finnigan LTQ; doba analýzy 100 min, 2D iontová 
past  

Obr. 8. Kvalita identifikace proteinů (prvních 10) vyjádřená 
pomocí 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  
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Obr. 9. Schéma hybridního hmotnostního spektrometru Fin-
nigan LTQ-FT 
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analyzátor, tentokrát v�ak s elektrostatickým polem místo 
magnetického. V analyzátoru jsou ionty zachyceny radiál-
ně a oscilují kolem centrální elektrody, umístěné axiálně 
v dutině analyzátoru (obr. 10). Oscilace iontů v Orbitrapu 
jsou závislé na jejich hodnotě m/z a jsou nedestruktivně 
měřeny a převedeny Fourierovou transformací na hmot-
nostní spektra. 

Stejně jako v případě spojení s FT-ICR je mo�né sou-
bě�ně provádět MSn experimenty v lineární iontové pasti 
a měření přesné hodnoty m/z vybraných iontů v orbitrapu. 

Publikované parametry jsou rozli�ení 150 000, přes-
nost měření hodnoty m/z 2�5 ppm a rozsah m/z do 6000 
amu. Orbitrap zároveň vykazuje velkou kapacitu a dyna-
mický rozsah24. Velikou výhodou tohoto analyzátoru je 
absence rozměrného supravodivého magnetu a tím i ná-
kladného chlazení tekutým heliem a dusíkem. Významnou 
výhodou mů�e být i jednoduché ovládání. 

   
 

6.  MALDI za sní�eného tlaku (vMALDI) jako 
 iontový zdroj 2D iontové pasti 
 
Kombinace MALDI ionizace a 3D iontové pasti byla 

pou�ita pro rychlou identifikaci bílkovin20. Zajímavé mo�-
nosti poskytuje spojení 2D iontových pastí s MALDI ioni-
zací za sní�eného tlaku (vMALDI) viz tabulka III. Toto 
spojení umo�ňuje rychlou a velmi citlivou MS/MS analýzu 
peptidových �těpů bílkovin po 1D nebo 2D gelové separa-
ci, frakcí peptidů v 96 nebo 384 jamkových destičkách, 

případně analýzu na BIOCHIPSTM firmy LCI (Fremont, 
CA). Získaná MS/MS spektra lze pou�ít pro identifikaci 
bílkovin na základě peptidové sekvence např. programem 
SEQUEST. Zatímco LC/MS analýza obvykle trvá 30�60 
min, analýza vMALDI-2D-IT vy�aduje jednotky minut na 
vzorek. 

Příkladem pou�ití této techniky mů�e být analýza 
fosforylace mléčných bílkovin (kasein) po jejich separaci 
na 1D SDS. S vyu�itím Data Dependent MS3 experimentu, 
umo�ňujícího sledování neutrální ztráty 98, která v iontové 
pasti u vět�iny peptidů odpovídá ztrátě H3PO4 (popř. HPO3 
+ H2O) a s vyu�itím prohlí�eče SEQUEST� byly identifi-
kovány v�echny čtyři mléčné kaseiny (alfa-kasein S1 a S2, 
beta-kasein a kappa kasein) a místa jejich fosforylace21. 

 
 

7. Závěr 
 
Rychlý vývoj hmotnostních spektrometrů na bázi 

iontové pasti v posledních letech vede k �irokému nasazení 
těchto systémů v proteomické analýze. Umo�ňují rychlou 
a citlivou tandemovou hmotnostní spektrometrii při rela-
tivně nízké ceně instrumentace.  

Uvedení lineární iontové pasti a její kombinace 
s ICR-FT-MS a později naprosto nového spojení lineární 
iontové pasti s analyzátorem na bázi orbitrapu pak je�tě 
zvy�uje potenciál této techniky zvý�ením její citlivosti, 
dynamického rozsahu, mo�nosti vysokého a velmi vysoké-
ho rozli�ení a velmi přesného určení hmotnosti. Vývoj 
v této oblasti zřejmě zdaleka nekončí a iontové pasti budou 
hrát v budoucnu stále významněj�í roli.   
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P. Verner (Spectronex, Prague): Linear Ion Trap 
and Its Application in Proteomic Analysis 

 
Linear ion trap (LIT) is a successor of 3D-type ion 

traps in mass spectrometry. In this article,  some features 
of both types of ion traps are compared as regards their ion 
capture effectivity, space charge capacity and resolution. 
Application of LIT in proteomic analysis is disscussed 
using both ESI and MALDI ionisation. Combination of  
LIT with both FT-ICR-MS and electrostatic FT-MS 
(orbitrap) is then given as an example of new development 
in  ion trap mass spectrometry analysis. 


