STATNI ,
ZDRAVOTNI
7‘ usTav

Analyticka technika
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(/m HPLC-MS/MS

HPLC - high-performance liquid chromatography
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
high-pressure liquid chromatography
vysokotlakd kapalinovd chromatografie

MS — mass spectrometry
hmotnostni spekirometrie

MS/MS - tandemovd hmotnostni spektrometrie
hmotnostni spektrometrie pouzitd dvakrat
PO sobe na jeden analyt
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STATNI

= Chromatografie

Chromatografie — separacni technika pro rozdéleni smési [atek
mezi mobilni a stacionarni fazi

Rozdéleni - podle typu mobilni fdze na kapalinovou (LC) a
plynovou (GC)

podle provedeni na kolondch nebo v plose (TLC, PC)

podle principu separace na rozdélovaci, adsopcni,
iontové vymeénna, gelova permeacni, afinitni, ...

podle pracovniho zpUsobu na elucni, frontdini,
vytésnovaci

podle UcCelu na analytickou a preparativni
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C: Kapalinovd chromatografie

Mobilni faze je kapaling, staciondarni faze tuhd latka nebo
kapalina ukotvend na nosicCi umisténd v chromatografické
kolone ve forme sorbentu

Mobilni faze protékd sorbentem, dochdzi k opakovanému
ustavovani rovnovahy délenych latek mezi mobilni a
stacionarni fazi

mobilni

faze = stacionarni faze
= g vzorek chromatogram
= 4
= g8
= g &~ \ L
=
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C: Kapalinovd chromatografie

Kvalitativni a kvantitativni charakteristiky
chromatografického procesu

t; - retencni Casy latek

t, - reten¢ni ¢as nezadrzované
lGtky

A - plocha piku

h - vyska piku




HPLC

Schéma kapalinového chromatografu

ZAsobnik mobilnich fazi




STATNI

3= HPLC

Chromatograficka kolona: kovovad trubicka naplnénd staciondrni
fazi, délka 20 -150 mm
TESE S . T,
I vnitrni prumer 1.0 — 4.6 mm \W
Stacionarni faze:

Pozadavky : chemicky a tepelné stabilni, nesmi reagovat
s mobilni fazi ani se v ni rozpoustét

Rozdéleni podle typu chromatografického modu:
« normalni faze
« reverzni faze (reversed phase)
« jonexove faze
* gely
« afinitni faze
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qm HPLC

Detektor: zarizeni, které monitoruje zmény slozeni mobilni faze
meérenim fyzikalnich nelbo chemickych velicin

spektrofotometricky UV-VIS (DAD) — detekce zalozena na
absorpci zareni 190 — 800 nm

fluorescencni FLD — detekce emisniho zareni po excitaci
primarnim zarenim

elektrochemicky ECD — detekce zmény hodnoty
elektrické veliciny (elektrodovy potencidl, proud,
kapacita) vyvolané prochodem latky prOtokovou celou
detektoru

hmotnostni MS — destruktivni detektor - detekce ionty,
které vznikaji ionizaci analytU, univerzdini, vysoce
selektivni a citlivy detektor, umoznuje identifikaci analytd
na zaklade jejich hmotnostnich spekter
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q/sz" Hmotnostni spekirometrie

Princip — separace nabitych cdstic (iontU) v plynné fdzi v
magnetickém nebo elektrickém poli
Separace podle m/z — pomér relativni molekulové hmotnosti
(m) a ndbojoveho Cisla (z)
Vyurziti: identifikace sloucenin (presnd hmotnost)

objasnéni struktury Iatek

kvantifikace latek

Spekirometrie - nGzev instrumentdini metody

Spekiroskopie - ndzev nauky

Spekirometr - zarizeni, které méri hodnoty m/z,
a zaznamenava jejich intenzitu

Spekiroskop - zarizeni, které méri hodnoty m/z, zdznam
na fotografickou desku (prvni spekiroskop
J.J. Thomson, 1906)

Spektrofotometr
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q/sz" Hmotnostni spekirometrie
Schéma:

iontovy hmotnostni detekce
‘ b analyza ‘ ionty ‘

zdroj

lonizace: Cdastici - elektron (El), foton (laser), urychleny atom
chemickd reakce — chemickd ionizace (Cl), chemickd
ilonizace za normalniho tlaku (APCI)
elektrosprej — ESI
interakce s maftrici — MALDI

lonty: molekuldrni ionty [Mze]*
(de)protonované ionty [MzH]*
iontové asociaty [M+X]* ionty z mobilni faze Na*, K+, Ag*
fragmentoveé ionty vznikaijici stépenim kovalentnich vazeb
analytu
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STATNI

=  Hmotnostni spekirometrie

Schéema:

‘ iontovy
zdroj

hmotnostni
analyza

detekce
iontu ‘

Hmotnostni analyza: separace iontU podle m/z ve vysokém vakuu

ruznd zakfiveni drdhy letu iontU
v magnetickém nebo elektrickém poli

ruznd doba letu iontU ve vakuu (TOF)

ruzné oscilace iontu pri striddni
stejnosmérneho a vysokofrekvencniho
napéti (kvadrupoly, iontové pasti)

ruznd frekvence cykloiddinich pohybu iontu
v elekirostatickém poli (Orbitrap)

Detekce iontu: elektronovy ndsobic, fotondsobic

24. z4ri 2015 - 61. konzultaéni den Hodnoceni expozice chemickym latkdm na pracovistich 11



STATNI

=  Hmotnostni spekirometrie

Schéema:

iontovy hmotnostni detekce
‘ zdroj ‘ analyza 1 iontd '

Hmotnostni analyza: separace iontU podle m/z ve vysokém vakuu

ruznd zakfiveni drdhy letu iontU
v magnetickém nebo elektrickém poli

ruznd doba letu iontU ve vakuu (TOF)

ruzné oscilace iontu pri striddni
stejnosmérneho a vysokofrekvencniho
napéti (kvadrupoly, iontové pasti)

ruznd frekvence cykloiddinich pohybu iontu
v elekirostatickém poli (Orbitrap)

Detekce iontu: elektronovy ndsobic, fotondsobic
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STATNI

ZDRAVOTNI
7‘ usTav

Schéma:

=

iontovy
zdroj

=

‘ sbér dat ’

pocitac - ovladdani a ladéni pristroje,

sbér, ukladdani a zpracovani dat,
porovnani spekter s knihovnou,
vyhleddavani v intfernetovych databdzich

hmotnosini
analyza

=

detekce
iontu

Hmotnostni spekirometrie

=
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STATNI

sz0 HPLC-MS/MS

Q Exactive (Thermo Scientific)

Evropsky fond pro regiondini rozvoj — IOP CZ.1.06/3.2.01/11.08435
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0 HPLC-MS/MS

Elektrosprej (ESI): mékkd ionizacni technika, vznik molekuldarnich
iontU, urceni molekulové hmotnosti iontovych a poldrnich Iatek,
vznik vicendsobné nabitych iontU — analyza velkych molekul
(peptidd), mobilni fdze musi byt t€kavé, pritok 0,1 -1 ml/min

Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged

i evaporation fission
Spraying nozzle i

Charged parent Charged progeny

droplet
Charged droplet at sraplent

Taylor cone the Rayleigh limit

Power supply  |— /W\/\/\,_




G HPLC-MS/MS

Q Exactive - schéma

kvadrupol kolizni cela




= HPLC-MS/MS
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G HPLC-MS/MS

Vyuziti: analyza malych molekul (organické Iatky) a analyza
velkych molekul (proteinU), farmaceuticky a klinicky vyzkum
(vyvoj a studium I€Civ, novorozenecky screening, mechanismus
vzniku rakoviny a jeji |eCby, ...), forenzni analyza (analyza IECiv a
drog, prokazovdni dopingu, analyza télesnych pozustatku,...),
analyza zivotniho prostredi (lbromované retardéry horeni,
pesticidy, leCiva, hormony, ...), analyza potravin (kontaminanty

potravin pesticidy, bisfenoly, mykotoxiny, akrylamid, ...)

Rozvoj novych védnich oboru

Proteomika - studium proteind, jejich struktury, funkci, vliastnosti
Metabolomika — komplexni analyza metabolomu (kompletni
sada metabolitd) organismu, informace o aktudini stavu
organismu

Lipidomika — studium lipidU
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STATNI

G HPLC-MS/MS

Typy analyz:
Cilovd analyza: zndme strukturu latky, ret.Cas, molekulovy iont,
produktovy iont, standard — kvantifikace analytu

Cilovy screening: zndme strukturu, nezndme ret.Cas, molekulovy
iont, produktovy iont — identifikace |atek

Necilovy screening: nezndme strukturu Iatky, ret.cas, molekulovy
iont, produktovy iont — porovndni profilu podezrelého o
standardniho vzorku, identifikace |atek unikatnich pro podezrely
vzorek

Hmotnostni spekirometrie - UCinny ndstroj pro Siroké spektrum
analytickych UkolU

« Hardware: rychlost, citlivost, vysoké rozliseni, presnost hmoty

« Software: rychly software pro zpracovani dat

« Knihovny spekter : identifikace, navrzeni mozné struktury

« Analytik: analytickd metoda, vyhodnoceni a interpretace dat
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STATNI

50 HPLC-MS/MS
ZAver:
Soucasné pristroje dosahuji vynikajicich parametr0 a generu;ji

enormni mnozstvi dat — vétsinou vice nez jedinec dokdze
zpracovat, pochopit a vyuzit

Podil Casu na zpracovdni dat stdle narustd oproti viastnimu
experimentu

Budoucnost hmotnostni spektrometrie — rozvoj bioinformatiky a
tvorba multioborovy tymu — odbornici z oblasti analytickd
chemie , biologie, mikrobiologie, medicina, farmacie,
bioinformatika

Déekuji za pozornost

L.Novdkovd, M.Dousa: Moderni HPLC separace v teorii a praxi
J.Preisler, J.Havlis, M.Bittovd, |.Benesova: Sbornik 16. rocniku Skoly hmotnostni spekirometrie
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