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Uvod

Jonski izvor:

 MALDI i SALDI

« SIMS-Masena spektrometrija sa sekundarnim jonima

Analizatori:

« Jonski trap-kvistor

* Orbitrap

 Jon ciklotron rezonancija - ICR i FT ICR
Tandem masena spektrometrija

Primena




IstraZivac Doprinos Nobelova
nagrada

Thomson /1 N 1897 otkri¢e elektrona i 1912 prvi | 1906
“; . maseni spektar Fizika
”~

Dempster %), 4% 1918 jinizacija elektronima i
fokusiranje magnetom

Aston "~ | 1919 odredjivanje atomske mase |
" | izotopskog sastava pomoéu MS

Stephens " 1946 TOF (Time-of-flight) MS

Hipple, Sommer, | 1949 Jon-ciklotron rezonanca
| Thomas (ICR)

Johnson i Nier 1953 Dvostruko fokusirajuéi MS

Paul and 1953 Quadrupolni analizatori 1989
Steinwedel | { 5§ Fizika

Beynon | 1_ 1956 MS visoke rezolucije




IstrZzivag

Doprinos

Nobelova
nagrada

Munson | Field

1966 Hemijska jonizacija

Dole

1968

Beckey

1969 Desorpcija poljem (FDI)

MacFarlane i
Torgerson

1974 Plazma desorpcija (PDI)

Comisarow i
Marshall

1974 FT-ICR MS

Yost i Enke

1978 Triple quadrupole MS

Barber

1981

Tanaka, Karas, i
Hillenkamp

1983

Fenn

1984 ESI za biomolekule




Nove “meke” tehnike jonizacije FAB,
sSu omogucile ispitivanje:
biomolekula (proteina, peptida, ugljenih
hidrata, oligonukleida, metabolita i lekova kao |
bioloskih fluida)

informcije o strukturi gigantskih molekula

minimalna pripremom uzoraka

granice detekcije od pikomola do femtomola

preciznost odredivanja molarne mase reda
+0,01%




Maseni spektrometar

Basic Components of a Mass Spectrometer

Vacuum Envelope

lonization Mass Sorting (filtering) Detection

Mass Analyzer — *

Forms ions Sort ons by Mass (miz)
{charged malecules)

D.ur.-:,r ians

Data Processing Mass Epectrum

S
(MTHP

Relativ

Abundanca

 ——— : 5000 15000
Solid - MALDI - miz

Liguid - ESI
Wapar - GG

Svi instrumenti imaju:
1. Unosenje uzorka 2. Jonski izvor . Sistem za obradu

3. Maseni analizator 4. Detektor




Jonizacione metode

Neke od jonizacionih metoda su vrlo energiéne i pored jonizacije izazovaju
znatnu fragmentaciju. Druge su mekse i proizvode jone molekulskih vrsta.

|zbor zavisi od vrste uzorka.
Methode u gasnoj fazi

 Electronska jonizacija (El)

« Hemijska jonizacija (Cl)
Desorpcioni izvori

« Fast Atom Bombardment (FAB)

* Desorpcija plazmom, poljem
Aerosol rastvora (Spray Methods)

« Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI)
 Termosprej jonizacija




Elektronska | hemijska jonizacija

Permanent Magnet
Permanent Magnet Reagent Gas
(1000: Texcess) I:-:I
-70 wolts
Filament | ‘

o oo e e -
M — * = DriftRegion = Mass Analyzer |
(Analyte) Fragmentation — = Fragmentation ——=  Mass

Analyzer
Trap Plate

(>as (0 volts) Trap Plate
{0 walts)

F 3 .

Permanent Magnet Permanent Magnet

El igra vaznu ulogu u rutinskim analizama malih organskih molekula.

M +e (70eV) — M " (cc 56V ) + 2~ (= 65eV)

CH,+e — CH,*+2¢e- CH,*—CH,;*+H" CH,*—CH,"*+H,
CH,*+CH, —» CH;*+CH* CH,;*+ CH,—C,H.*+ H,
+CH *—/"-1"+CH, " H+CH;*—"+CH,+H,

+CH,*—(M+CH,)*
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U kutiji se odrzava pritisak od 60 Pa,
dok je okolo pritisak u izvoru oko 10-3Pa.
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jonizacije su: termalna jonizacija-DCI, desorpcija
poljem-FD, brzo atomsko/jonsko bombardovanje i MALDI

Brzo atomsko/jonsko bombardovanje-
FAB i FIB

FAB zahteva direktno
unosenje probe u jonski izvor |

Fast Mass Vacuum

koriSéenje visokoenergetskin B analyser system

atoms

Snopova for ions)

Descrbed
material
[ |

(MCI) da bi se
rasprsavali (spaterovali)
uzorak | matriks sa povrsine
probe (




MALDI-Laserska
desorpcija/jonizacija
oJo) i nuta matriksom

" Analyte molecule | Brza osetljiva metoda za

= Matrix _ analizu makromolekula
masa veéih od 700Da
(proteini, peptidi, nukleinske
Kiseline, sinteticki polimeri).

= Excited matrix

Before laser desorption

hv~10-50MW/cm?




Type of las,er Wavelength - Pulse Width Photon Energy
(nm) (nsec) kcal/mol eV

Nitrogen 337 >1 85 3.68
Nd:YAG (4x) 266 5 1 4.66
‘Excimer (ArF) 193 15 6.42
Co, 10,600 . 0.12

UV ili IR zragenje lasera u kratkim impulsima (od 1-100nsec)

fokusirano na malu povrsinu &évrstog rastvora dovodi do
desorpcije | jonizacije.

Laserski snop proizvodi neutrale analita i matriksa
kao i jone matriksa:
M—M’, MH*, (M-H)-
Analit (A) se jonizuje prenosom protona u gasnoj fazi:
MH*+A—AH*+M
(HM)-+A—AH+M




Izbor matriksa je kljuéni momenat za dobijanje MS

d. matrices

COOH CH=CHCOOH CH=CHCOOH

— |
2, N
OH HaCO OCHs
ikl OH

nicotinic acid (NA) caffeic acid (CA) sinapinic acid (SA)
3 4-dihydroxycinnamic acid 3 5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid
CN

COOH COOH HC—C—CDOH

& & &

gentisic acid (DHBA) 3-hvdroxvpicolinic acid (HPA) o-cvano-4- h}rdmxycmﬂamic acid
2.5-dihydroxybenzoic acid (CHCA)

in Biclogical Research

pEtET - ? Midd A rltlc : ME 330.80: ole of Chromatography & Mass
I == Spectrometry
= ﬁMa ggn Wt;ap %xatpw hitp:/www_hopkinsmedizine org/mams!

Ugljeniéni nanomaterijali (dijamant, grafit, C nano cevi i fulereni se koriste kao
matriksi ili se dodaju matriksu kod analize manjih molekula.
(J. Biochem. Biophys. Methods 70 (2007) 319-328)




Priprema probe

Solution of Matrix
e.g. 2,5-Dihydroxy-
benzoic acid in THF \ o

T\ Y
: dissolved Sample

Sampleholder
(Stainless Steel)

Drying

Analysis  pfivine Ratio
Matrix : Sample
13073

Otvori dijametra ~1pm i 1 pL

*Uzorak se prvo rastvara u
pogodnom rastvaracu
zajedno sa matriksom To
je jak apsorber laserskog
zraéenja i to su najcesce
derivati cimetne ili
benzoeve kiseline. Matriks
se dodaje u 1000 puta
vecéoj koli¢ini od analita.
MozZe se prvo naneti
uzorak pa matriks ili
obrnuto ili kao sendvi¢
matriks pa uzorak pa opet
matriks.

MALDI solid malri
contains microcrystals of
the matrix with the sample
embadded in the crystals.




Prednosti | nedostaci MALDI jonizacije

Prednosti

Nedostacl

Meka jonizacija sa neznatnom ili
nikakvom fragmentacijom

Prakténa oblast masa do
300 000Da, cak 1 viSih

TipiCna osetljivost je od
femtomola do pikomola a Cak
postoje radovi u kojima se
odredivanja vrSe na nivou
atomola

Tolerancija na prisustvo soli u
mmol/L koncentracijama
Pogodno za analizu kompleksnih
smeSa

Postoji pozadina od matriksa, kao 1
adukata koj1 mogu stvarati
probleme za jedinjenja Cije su mase
ispod 700Da. Ove pozadinske
interferncije su veoma zavisne od
materijala matriksa.

Mogucnost fotodegradacije
laserskom desorpcijom /jonizacijom
Za razliku od ESI nema viSestruko
naelektrisanih jona jer se oni teze
desorbuju 1 nestabilni su u gasnoj
fazi.




SALDI-Laserska desorpcija/jonizacija
potpomognuta povrsinom

- reflector reflector
; I detector (electrostatic mirror)
prism pulsed laser SAL D I .

. DIOS (porozni Si)

S : , NIMS (nano inicirana)
: NALDI (nano

potpomognuta)

linear
mass spectra of detector
small molecule

MDMA (3-4 methylene
dioxymethamphetamine)
ekstazi

substrate £

Intens. [a.u.]

desorption/ionization
of trapped analyte

2040 60 80 ‘1"0"1'2[5 120 1£’b 780 200
Nano-struktuirani supstrati koji olakSavaju desorpciju i jonizaciju bez matriksa.
Metoda pogodna za analizu malih organskih molekula (<700Da).
Supstrati: Au, TiO,, F,O, i Se (NC), CdTe (KT), Pt (nanosunderi) i ugljenigni
nanomaterijali (MWCNT, HOPG, fuleren, nanoporozni grafit, nano
dijamant)




Histidine
1 pmol

Betaine
1 pmol

% Intensity
893358883!83

=
% Intensity
o5858883838

2
]

4188 2.6 8165
Mass {mjz)

g
b
=

Cortisone 455
1pmol o Verapamil

= 200zmol fiee
i F FTy %}%@mﬂfﬁﬂ.em
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% Intensity
w3 38885288 8

g

200 em w7 = 300w Sl A inlety Doral s QR WO B e .
— ol » 2233K K SoralBelnlert Musge =Off Pucre 1= 451 SIEITH-

A Detection of an exogenous [Verapamil - H]'
compound in an LFP

Conetdrs . § Supstrat-Au nano Zice dobijene iz nano dijamanta
‘ e dopiranog borom za analizu peptida (50 fmol) i malih
molekula (verapamil-200 zmol, betain, histidin i

- -
-

kortizon-1pmol)

B Separation of overlapped
fingerprints @

ImidZimg droga i metabolita pomocéu
O SALDI MS koji je posluZio za
mis 283 | identifikaciju dva otiska prsta na
O g " 1 osnovu spektara stearinske kiseline
' L sa m/z na 283 i palmitinske kiseline

na 255. (supstrat Au NC).

Stearic acid

Mass Spectrometry Reviews 2015, 34, 627-640

Interrupted Continuous
Fingerprint at Bottom Fingerprint on Top




SIMS-Secundary lon Mass Spectrometry
Masena spektrometrija sekundarnim jonima

5 Decades of Innovation jﬂ% ",

-’*-inr -

*Elementi od H to U mogu biti
detektovani ali i organski molekuli.

* Veéina elemenata moZe da se
detektuje do koncentaracija od 1ppm do
1 ppb.

*lzotopski odnosi mogu da se mere sa
preciznoséu od 0.5 do 0.05%.

-Sastav i struktura moZe da se odreduje
u povrsinama do 1nm i tankim
filmovima.

0 +Posto su joni emitovani vrilo blizu
"“udara primalnih jona to se moze
,anaI|Z|rat| odabrana povrsina (lokalna
mikro analiza).

*‘Mogu da se dobiju 2D i 3D raspodele.




Primary ion

Secondary particles

X? . ions, nautrals
e . electrons
hv : photons

. Surface layer
: Bulk

: Damaged area
-surface
-bulk {=)

1 <1ps
3, 3mm =< 2r<120 nm




Sputtering
(Atomic Ions &
Fragment lons)

Molecular
Desorption

Energija (keV)

Tipiéne brzine
smaterovanja 0.5 do
5 nm/s

Tipiéni prinosi

od 5do 15

Nema posebne
pripreme uzorka




Uzorci, geometrije, nacin rada

» Analizirani materijali
= Metali, Poluprovodnici, Oksidi
- Stakla, Keramike,
- Polimeri, Aditivi, Biopolimeri, Biomolekuli,
* Bioloska tkiva

» Geometrija uzoraka
- Povrsine, Monoslojevi, Cestice, Vlakna,

» Nacdin rada (stati¢ki i dinamicki)
= Spektroskopija
* ImidZzing (mapiranje)
* Profil dubine
- 3D-analiza
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Prinos sekundarnih jona-uticaj prirode elementa

0, Cs*

Prinos sekundarnih jona-uticaj primarnog snopa
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Faktori relativhe osetljivosti u pozitivnom modu sa
O- primarnim jonijma (osnova Si)

Ca |5c ITi IV Cr
E21|E21|E21)E21]E21
s5r 1Y Zr Tc
E21|E21|E21
Eiilliil
E21
‘iilliilliiil

iilliilliiiliillii'liiIIiiIIiiIliiiIiil”ﬁiIliiIlIiilliil
E21|E21]E2] E21QE21|E2]1JE21]E21|E21|E21|E2]1JE21]E2]




Faktori relativnhe osetljivosti u negativnom modu
sa Cs* primarnim jonijma (osnova Si)

. 1
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Shematski prikaz glavnih komponenti SIMS tehnike

‘ < longun
\) |

MASS SPECTRUM

Extration electrode

- Mass analyser

3D IMAGE

Primary beam

'
A
/

Sample Secondary ions
Detector




Primary lon Column

1. Cesium ion source

2. Duoplasmatron ion source
3. Primary beam mass filter
4. Immersion lens

Secondary lon Extraction System
5. Specimen

6. Dynamic transfer syslem

7. Transfer optical system

8. Electron flood gun

17

18

Mass Speciromeler
9. Entrance siit, Field aperture

10. Electrostatic analyzer
11. Energy slit

12. Spectrometer lens
13. Electromagnet

14. Exit slit

Detection System

15. Projection lenses
16. Electrostatic sector
17. Channel-plate

18. Flourescent screen
19. Electron multiplier
20. Faraday cup




Prema energiji | struji primarnih jona SIMS metoda
mozZze biti u dva moda:

: primenjuju se primarni joni
energije od 0,1 do 10 keV sa
povrSinskom gustinom struje od nA/cm?. Za
potpunu eroziju prvog mono sloja su potrebni
sati. Pri takvim uslovima verovatnoé¢a za

stvaranje molekulskih i kvazi molekulskih jona
je velika, a fragmentacija krajnje ograniéena.

: energije od 10 do 30 keV sa
povrSinskom gustinom reda pA do mA/cm?. Pr;i
takvim uslovima uzorak kontinualno erodira i moze
se vrsiti profilisanje po dubini.




Maseni spektri

28,29,30
/V

Maseni spektar pepela uglja

B .
CaHa

CrHs0z" ‘ C1oM904*

Inersity (counts)
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Mass ()
Mass (u)

Cp0H
04
¢ | CsMg 10+
024 ‘ ] t g s* |
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| | a7 ‘ CHg® [
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X 60 10

SIMS spektar PET u pozitivnom modu




ImidZing-mapiranje

Oblast posmatranja: 284 x 284 pm?2

Pollmer (PP)

S !
Stabilizator topljer

Antlok5|dant , Stabilizator,




field of view: 150 x 150 ym?

Fluorcarbon

Aliphatic
hydrocarbons

TOF-SIMS dobijen sa pamué&nh vlakana tretiranih fluoroalkilsilanom. 25 keV Bi3*




Sagitalni ise¢ak mozga pacova pri razli¢itim
prostornim rezolucijama na m/z=430,4-vitamin E

b—45.000 mm

n'-‘*

4203 [Veamin E - M4304 (Vitarin E]-. M4294 [Vitamsn E-H}
m:c:51 tc 1[;37,;;;5 H mc.21t¢13750+5 mc61¢c.3456e+4




Odredivanje m/e odnosa

Merenjem:
Momenta u magnetnim sektorima

Kineticke energije u elektrostatickim
sektorima

Putanje stabilnosti u linearnim kvadrupolima

Kruzne frekvencije u jon ciklotronskoj
rezonanciji i jonskom trapu

Brzine u analizatorima na bazi vremena
preleta (TOF)




Maseni analizatori

Magnetski sektor i dvostruko fokusirajuci
analizator

Kvadrupolni analizatori
_inearni Time-of-Flight (TOF)
Reflektronski TOF




Instrumenti sa snopom Trap instrumenti

hMagnetic sector
(figlct into oage) Jp—
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Magnetni sektor

Gaseous sample —- :‘I-"
Hot -

Anode
filament —
eleciron — - Sl A
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Dvostruko fokusirajuéi analizator

FIGURE 20-14 Mier-Johnson design of a double-focusing mass spactrometar.

Visoka rezolucija
(10°)

velika preciznost
oblast masa 10000
skup

ne povezuje se sa
ESI




Kvadrupolni maseni analizator

koristi se od 1950-tih
« danas najéesce koriséen

naziva se i “maseni filter” jer tector

Ocnosa iz 1oaned a

SaStOJI S€ Od 4 pa ralelne nonresonantﬂ-ifn x
metalne Sipke ili elektrode

set suprotnih elektroda ima
potencijal [U+Vcos(wt)]
drugi set ima potencijal

- [U+Vcos wi]

U= DC napon (500-2000V), V=AC
napon (0 do 3000V), w= ugaona
brzina naizmeni¢nog napona

de and ac voltages




JONSKI TRAP-kvistor
e prstenasta elektroda

e dve kupaste elektrode-
poklopci




Jonska putanja u trapu

GC inlet

Filament

Electron
inlet

lon trap

Multiplier

Electron
outlet

He se dodaje kao puferski
gas (10-3torr)




Teorija

Kretanje jona U kvadrupolnom
POljul moze da se opIse
Metjuovem jednacinem
(Mathieu 1869).

a,1 g, Metjuove koordinate
orimenjen dc potencijal
orimenjen rf potencijal

w ugaona frkfenca rf
I, 1z, dimenzije jonskog trapa




Dijagram stabilnosti jona

povezuje primenjen dc napon (U) i primenjen rf napon
(V) i rf frekfencu (w) sa stabilnim i nestabilnim
putanjama jona




—16zeU
27,0’

zeV
27, )’

m geV
z  (r; +22)w’q,




Poveéanje opsega m/z

Rad na visem rf naponu (v, _ =15 keV)

Mmax

Primena nize @ (w=1.1 MHz)

Koriséenje manjih trapova (r,=1cm)

Nestabilnost jona na nizim q, (q,=0.908)

Zar= 7mm, o= 600 kHz, V.= 8000V m/z= 3269 Th.




Pozicija tri jona sa razlicitim m/z na a, = 0.

Uticaj promene amplitude rf signala

V=1000 V

N7

| | | | | I I I I I
0081 0182 0272 0363 0454 0545 0636 0728 0817 08908

vV=3000 V

I +—— I I I I I I I
0.0 0182 0272 0383 0454 0545 0838 0728 0817 0.903

vV=6000 V

I I I I H I I I I I
0030 0182 0272 0383 045 0545 0638 0726 0.517 03903




Jonski trap-kvistor

m——

Fundamental RF

Supplementary RF

End-cap elecirode ng elecirade

1 i M Cale

Electron fllament



Rezonantno izbacivanje jona “Resonant ejection”

Formira se podrucje nestabilnosti jona (gz = 0.227) Sto omoguéava
Izbacivanje jona pri nizem naponu (opseg masa 4X vedi)

A

1 1 1 1 1 1 1 1 1 I
0081 0182 0272 0363 0454 0545 0636 0.726 0.817 0908

V=3000 V

1 [ 1 [ 1 [ 1 :
0091 0162 0272 0363 0454 0545 0638 0726 0617 0908

V=6000 V

0081 0182 0272 0363 0454 0545 0.636 0.796 0.617 0.908




Cuvanje odabranih jona
(i) Smanjenjem napona izbacuju se joni visoke m/z.
(i) Povecéanjem napona izbacuju se joni niske mase m/z.
(i) Rezultat je izolacija jona odredene mase m/z.




FT-jon rezonantna ciklotronska
masena spektrometrija FT-ICR-MS

plate

5,
Trapping
plate

El, ESI, MALDI

o Jagina magnetnog polja:
b 3-15T

Dve bocne ploce sluze za pobudivanje, dve za zarobljavanje
jona i trec¢i par za prikupljanje | detekciju jona.




Bez spoljasnjeg elektri€nog polja, joni male energije putuju
malim kruznim putanjama (oko 0,1 mm dijametra) zbog sila
magnetskog polja (3-15T).

Kada se primeni odgovarajuéi napon na elektrode za
pobudivanje (ploce sa strane), joni ¢e se naéi pod dejtsvom
oscilujuéeg, prostorno usaglasenog (koherentnog) elektricnog
polja.

joni posle
ekscitacije ekscitacija  ekscitacije




Umesto ekscitacije impulsom jedne

frekvencije, primenjuje se brzo skanirajudi

impuls (1 do 2 ms) frekvencija, ekscitujuéi

sve jone koji imaju ciklotronske frekvencije

u oblasti skanirajuéih frekvencija na istoj
N putanji.

intenzitet —=

V. T

Furijeova N =

transformacija Bo

Ukupni signal koji izlazi iz ¢elije je
superpozicija ciklotronskih frekvencija
svih jona.

!
."g
g

Primenom Furijeove transformacije na sloZeni signal se

dobijaju frekvencije koje odgovaraju ukupnom signalu, a
odatle i maseni spektar.




FT-ICR-MS-ogromna rezolucija

(S;Hy ve N,0) | 000043 Dm Razdvajanje peptida

FrioR |CH“+ —— O
mo_ o) =0. .
17 December, 1973 1 0.01Da A 200,000 mase 906, razlika od
-« 0,00045 Da

AN Anal. Chem.73(2001)647
A0E. 488 '::.:;n..} S06. 404

Pred HQSt Nedostaci
Ekstremno visoka Skupa

rezolucija _ |
Veoma dobra osetljivost Potrebni superprovodni
magneti

(<1 ppm)
MS/MS Spora MS/MS

International Journal of Mass Spectrometry 377 (2015) 410-420
(40 godina FTICR-MS)




FT-jon ciklotron analizator

Fourier
Transform




Orbitrap maseni analizator

Kingdon 1923
Makarov 1999

z Aksijalno simetricne
elektrode orbitrapa
formiraju kombinovani
kvadro-logaritamski
elektrostaticki potencijal:




Stabilne trajektorije jona ukljuéuju i orbitalno kretanje
oko centralne elektrode (r, ¢-kretanje) i simultane
oscilacije u z-pravcu.

Kretanje jona duzZ z-ose mozZe da se opise
harmonijskim oscilacijama | potpuno je nezavisno od
i . Odnos m/z zavisi samo od frekvencije oscilacija

jona duz z ose.

Primenom Furijeove transformacije iz individualnih frekvencija
jona se dobijaju njihovi m/z odnosi.




Needie Sample Skimmer RF
voltage Cone Lens Lens Aperure Offset Intermediate lens lens 1 Llens3 Lens4 Deflactor

High
-a |

RF  Ring %I Lens 2 Conductivity

|—_|—| .fsfhfjcr'or
I t:ﬂ I 1 05

Transport quadrupole  Storage quadrupole Transfer Lenses

-0
10
mbar

" Probe heater
Sprayer

Masena rezolucija 150 000

Visoka masena ta¢nost (2-5ppm)
Povecéan kapacitet jona veéih masa
Odnos m/z bar 6000

Dinami¢ka oblast veéa od 103
Relativno mala cena

ETF supply

Secondary
electron
muttiplier

IF




Detektori jona u MS

Faradejev kavez

Elektronski
multiplikatori

Mikrokanalske ploce
Scintilacioni brojaci

Visoko pojacanje

Brz odgovor

Nizak Ssum

Visoka efikasnost prikupljanja
Niska cena

Mala sirina signala
(odgovora)

Isti odgovori za sve mase
Velika dinamicka oblast
Duga stabilnost | vek trajanja
Moguénost smestanja van
vakuuma




Tandem Masena Spektrometrija
(MS/MS ili MS")

* Meke jonizacione metode kao npr. ESI ili HI daju
samo roditeljske jone iz kojih se ne mogu dobiti
strukturne informacije

« Tvrde metode daju mnoge fragmente ali obiéno

nema roditeljskog jona
* Potrebno je izolovati i roditeljski jon i fragmente

Metastabilni joni
m"—m," +m,

metastabilna  fragmentacija:







MS

lonisation Analysis

10566 47

1268.50
103p.43 1057.80 172.65
103854 1153.54

MS/MS

Fragmentation
lonisation Selection using collision gas Analysis

Gas Cell




MS/MS-CID
(Collision Induced Dissociation)

Ar, He, N (102-10/

lonization

—

m +N—->m~™ —>m ,m ,m,..




KVADRUPOLNI MS/MS (u prostoru):

Ulaz uzorka

JonsLo so&ivo Q2
(Koliziona éelija)

EM
Detektor




Tandem MS/MS najéesée koriste magnetne(B),

elektrostaticke(E) ili kvadrupolne (Q) analizatore

Ion source Quadrupole 1 Quadrupole 2 Quadrupole 3 Electron
multiplier

hirst-stage second-stage
Collision

lomization ——=  mass —---f — =  mass ——= Detection
: OCUSIn .
separation g separation

] i
S
\]j::::: e = =
€

T

Sample inlets
i

1|

s Collision gas

inlet
yi | .--'l.--r .-r.-rl = T T T I
| E g | | 2 3 |
| | | | 3
Ionizer b d Analyzer Q IQQQ

y;

Turbomaolecular pumps



Tandem MS/MS u vremenu

lon Trap MS

Collect lons & Scan

Collide lons &

Product lon Scan (M52)
__LJJ___A:H
miz




Tandem Masena spektrometrija sa jonskim trapom

1) Meri se &itav spektar 2) lzoluje se roditeljski jon:

426.7 tj., prekursor m/z 426.7 £ 1.5

(R0 \
852.3

700.2

I I I I 1138.7

300 900 1500 2000
m/z

Relative Abundance

3) Dodaje mu se energija u sudarima 4) Meri se m/z of fragmentnih jona
[za peptide SLNVALR]

«_ SLNVAL R

{ Fragmentation of ) SLNVA LR
426.7 SLNV ALR

SLN VALR

R SL NVALR

S LNVALR




Relative Aburdarce
Relaive Abundance

L . 0 "
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Nacini aktivacije jona

Disocijacija izazvana sudarima (CID/CAD)

Disocijacija izazvana sudarima sa povrsinom
(SID)

Disocijacija izazvana zahvatom elektrona
(ECD, <0,2eV)

Infracrvena multifotonska disocijacija
(IRMPD)

Disocijacija izazvana IR zracenjem crnog tela
(BIRD)

Disocijacija prenosom elektrona (ETD)




1

MS 1

COLLISION
CELL

MS 2

PRODUCT ION SCAN

SELE?ZTED CiD SCANNED
m |

PRECURSOR ION SCAN

T | || | >
SCANNED CID SELE?TED
m/Z
NEUTRAL LOSS SCAN
AP ob D

Nacini rada

u tandem MS
ukljucuje
fiksiranje ili
skeniranje
jednog ili

oba analizatora




1.Product ion scan-analiza fragmenata odabranog jona

Shema fragmentacije jona psorospermina, m/z 340 je
razjasnjena na osnovu spektra fragmentnih jona
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Analiza sloZzenih smesSa

Uzorak se jonizuje neko
od mekih metoda i
podeSavanjem napona
na M1odabira Zeljena
komponenta koja se
dalje fragmentira i
analizira u M2.
|dentifikacija poredenjem
sa spektrima iz
biblioteke




2.Spektar matiénih (prekursorskih) jona se dobija fiksiranjem mase jona m* koju propusta
M2, a skenira se analizator M1 tako da spektar prikazuje mati¢ne jone koji frahmentacijo
daju zajednic¢ki jon m* . Donijeni spektar je spektar mati¢nih jona.

DETECTION OF SUBSTITUTED
DIHYDRONAPHTHALENES IN COAL LIQUID

PARENT SPECTRUM OF M/Z 13l
COAL. SAMPL.E

RELATIVE ABUNDANCE ‘

Cnka 7. Cniektap MaTHUHEX joHa qaxuporadTammra (m/z 131) y y30pKy KaTpaHa KAaMEHOT yT/ba



3. Skeniranjem oba analizatora ali tako da prvi propusta masu m*, a drugi masu
m*, pri €emu je razlika izmedu njih konstantna, moZze se izvrsiti skrining na O, N ili
sumpor u komponentama smese.

ACILOVANA SMESA
KOJA UKLJUCUJE
G FENOLA

GUBITAK MASE
42 (cH,co)

Cnuxa 8. [lerexumja dernona y auunoBaqoj CMEIN jeINEHa HAa OCHOBY KapaKTEPACTHYHOT ryGHTKA Hey-
TpanHor ¢parmenta CH,CO




Sta je MS/MS?

SmesSa peptida

Imamo samo mase Mase svih |
za podetak fragmenata daju

jedan MS/MS
spektar




Koriste se mase fragmentnih jona kao delovi
slagalice da bi se ponovo dobio roditeljski jon




Fragmentacija peptida

Bioworks, Excalibur, SEQUEST, Mascot, In-house




Primena MS/MS

Odredjivanje strukture molekulskog i
fragmentnih jona

Proucéavanje mehanizma fragmentacije jona
Direktna analiza smesa

Skrining kompleksnih smesSa na specificne
sastojke

Odredivanje redosleda amino kiselina u
peptidima




Omiks tehnologija i MS-rana
dijagnostika kancera

* Veliki broj ,, “ tehnika je razvijen imajucéi u vidu jedna cilj:
otkrivanje biomarkera i rana dijagnostika kancera.
tehnologija je identifikacija proteina ili proteinski
fragmenta produkovanih od strane ¢elije kancera ili njenog

mikrookruZenja koji mogu difundovati u cirkulaciju, a njihove
koncentracije su merljive sa MS

se moze definisati kao vizualizacija i identifikacija
svih peptida ¢elije ili tkiva
predstavlja krajnje stanje svih molekulskih

dogadaja u odredenom tkivu: varijacija gena (genomiks),
ekspresija i modifikacija proteina (proteomiks) i medusobne
Interakcije.




Primene masene spektrometrije

Analiza u organskoj, .
neorganskoj |
bioorganskoj hemiji
Analiza geoloskih uzoraka

Kontrola u naftnoj,
hemijskoj i farmaceutskoj
iIndustriji

Analiza povrsina

Zastita okoline
— Pesticidi u hrani
- Zagadenje zemljista,
vazduha i voda

Forenzicka
analiza/klinigka

Nauka o materijalima

Analiza u farmaciji
Ispitivanje bioloske
aktivnosti

— Metabolizam lekova,
farmakokinetika

Karakterizacija potencijalnih
lekova

Analiza produkata
degradacije lekova

Pracenje kandidata za lekove

|dentifikacija mesta |
mehanizma delovanja lekova

Biomolekulska
karakteritacija

- Proteini i peptidi
— Oligonukleotidi




L.Glavne karakteristike UMS
ol

Type

Linear quadrupole mass filter

Mass range

200 amu

Inlet System

Membrane introduction system

Power consumption

85-90 Watts

Voltage of operation

24 VDC or 110 VAC

Deployment time

Configuration dependent

Dimensions & 19cm  (7.57)

L 105cm (41”)
Weight 33 kg (72.7 Lb)
Depth >1000 m

DSL tether range

~1600 m (1 mile)




Novi 200 In Situ Maseni

Microcontroller

Embedded PC

MS electronics box

Turbo pump
MIMS probe

Roughing pump

Spektrometar

SluZi za odredivanje:

Rastvorenih gasova (N,,0,,CO,,
Ar, CH,,H,S,CHCI,,

Isp. org.jed.(toluen, benzen, dimetil
sulfid)

Jedinjenja ve¢in MW (PCB,
pesticidi, lekovi, toksini

200 amu linear quadrupole n
vacuum housing/heating jacket



The Rosetta Mission — Evropska svemirska
agencija

Approved in Nov 1993
Hardware design was frozen in 2000

Launched Mar on Ariane 5G+ in
Kourou,

Designed to meet up with comet
Churyumov — Gerasimenko ('67P’) in
May

First project ever to attempt
Il
3000kg launched (100kg lander,
165kg scientific instruments)
Fly-by several other comets until the

landing on 30 September 2016

Fully automatic landing after
determining a suitable landing site

Total cost: Ariane - launch




Rosetta ‘Orbiter’

11 experimental probes
ALICE - ultraviolet imaging spectrometer
CONSERT - radio wave transmission/reflection by nucleus

GIADA — number, mass, momentum and velocity distribution
MIDAS — dust environment: population, size, volume and shape
MIRO — mircowave to determine abundances of gases

OSIRIS — optical, spectroscopic and infrared imaging system

ROSINA - ion and neutral spectrometer
RPC — physical properties of nucleus, structure of inner coma etc.

RSI — radio signal shift to measure mass, density and gravity to
determine orbit

VIRTIS — visible and infrared spectrometer to map temperature,
identify gases, examine physical conditions on the nucleus and
determine landing site




The Lander — ‘Philage’

Extreme surrounding conditions:
— “warm” environment”: 40 - +50° C
— “cold” environment: -140 - -50° C

9 experimental components:
APXS — alpha proton X-ray spectrometer
CIVA/ROLIS — Rosetta Lander imaging system

CONSERT - probing nucleus using radio waves

COSAC - complementary sampling and composition
(chromatography/ TOF MS)

MUPUS - density and mechanical/thermal property
testing

ROMAP - local magnetic field and comet/solar wind
Interaction

SD2 — sample drilling below 20cm for other components
SESAME - electrical, seismic and acoustical testing




