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Masna spektrometrija

e glavna metoda za strukturno analizo
kompleksnih proteinskih zmesi

e ucinkovita tehnika za identifikacijo proteinov

na osnovi analize ioniziranih molekul v plinski
fazi
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Slika 1: Masni spektrometer
Vir: http://www.nfstc.org/pdi/Subject09/pdi_s09_m03_04.htm



Slikovna masna spektrometrija

e tehnika, ki se uporablja v masni spektrometriji
za vizualizacijo prostorske predstavnosti
doloCenih spojin, biomarkerjev, metabolitov,

peptidov in proteinov s pomocjo molekulske
mase

* Dva razlicna pristopa: microprobe in
microscope
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Tehniki microprobe in microscope
Vir: Mcdonnel A.L., Heeren M.A.R. 2007. Imaging mass spectrometry. Mass spectrometry reviews, 26, 606-643



METODE IONIZACIJE PRI MSI

DESORPCIJSKA IONIZACHA

QOZNAEA

IME

IONIZACTA

LOCLIIVOST

LIMITA
DETERKCIIE

SIMS

Selindama

innska masna
spektrometrija

primarni ioni z
veliko energijo

pod 1 pm

500 do 1000 Da

MALDI

Ionizacija v
nosileu

(matriksu) z

lasersko
desorpcijo

laserska
svetloba

10do 150 um

2kDa

DESI

Desorpcijska
elekliuspe
ionizacijska
masna
spektrometrija

elektrospre;

100 dol130 pm

30 do 60 kDa




S I M S (SEKUNDARNA IONSKA MASNA SPEKTROMETRIJA)

PRIMARNE IONE Z
DOLOCENO INTENZITETO
USMERIMO NA POVRSINO
VZORCA. TI IONI VZBUDIO
SEKUNDARNE IONE, KATERE
ANALIZIRAMO V MASNEM
ANALIZATORJU
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M A LD I (IONIZACIJA V NOSILCU (MATRIKSU) Z LASERSKO DESORPCIIO)

ZA DETEKCIJO VELIKIH BIOMOLEKUL, PREDVSEM PROTEINOV
MATRIKS DELUJE KOT PRIMARNI AKCEPTOR LASERSKE ENERGIJE
IONIZACIJA POTEKA V VISOKEM VAKUUMU
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Vir: http://www.chm.bris.ac.uk/ms/newversion/maldi-ionisation.htm
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D ESI (DESORPCIJSKA ELEKTROSPREJ IONIZACIJSKA MASNA
SPEKTROMETRIJA)

UPORABLIJA SE ZA DETEKCIJO TAKO MAJHNIH KOT VECJIH BIOMOLEKUL
(NAJPOGOSTEJE LIPIDOV)

IONIZACIJA POTEKA PRI NORMALNEM TLAKU

Z UPORABO ELEKTROSPREJA CILJAMO ELEKTROAEROSOL NA POVRSINO
VZORCA . TU SE ANALIT DESORBIRA IN NAPREJ ANALIZIRA'V MASNEM

ANALIZATORJU
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Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Desorption_electrospray_ionization



MASNI| ANALIZATORIJI PRI MSI

« DOLOCITEV m/z
e PRI TEHNIKI MALDI IN STATICNEM SIMS SE NAJBOLJ POGOSTO

UPORABLJA TOF ANALIZATOR Z REFLEKTRONI

e NOVEJSE TEHNIKE: MALDI FT-ICR , MALDI FT-Orbitrap in Tandemska

masna spektrometrija.



PRIPRAVA VZORCA

e Ustrezen odvzem in obdelava bioloskega
materiala — preprecCevanje degradacije

* Za MS imaging potrebujemo tanke rezine tkiva:

— Sekcioniranje z zamrzovanjem ( konduktivna povriina
analiza)

— Metoda raztegovanja vzorca ( steklene kroglice
homogeno raztegnemo v dveh smereh  analiza)




NADALJNJA OBDELAVA VZORCA

* SPIRANIJE

e Analit je peptid/protein: soli in lipide odstranimo
z etanolom (70-80%, 4°C); to omogoca homogeno
kristalizacijo matriksa, kar poveca ucinkovitost

ionizacije peptidov/proteinov. soliin lipide zlahka

ioniziramo  Ce jih ne bi odstranili bi prisSlo do saturacije na
detektorju!

« Analit je sol/lipid: spiranje je odsvetovano, ker bi
ga s standardnimi topili sprali iz vzorca!



NADALJNJA OBDELAVA VZORCA

* ENCIMSKA RAZGRADNIJA

Lahko izboljSamo detekcijo proteinov in sposobnost
identifikacije. (fragmentacija)
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NADALJNJA OBDELAVA VZORCA

e OBDELAVA POVRSINE ZA SIMS
* MetA-SIMS (metal assisted SIMS)

Vzorec oblozimo s tanko plastjo kovine  povecana
ionizacija nekaterih molekul (holesterol, lipidi).

 ME-SIMS (matrix enhanced SIMS)

Uporabimo matriks iz organskih kislin; a-ciano-4-
hidroksicimetna kislina ali 2,5-dihidroksi benzojska kislina; S tem
poveCamo masno obmocje in zaznamo tudi peptide, ki
jih pri obi¢ajnem SIMS ne bi.
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NADALJNJA OBDELAVA VZORCA

* |[ZBIRA IN NALAGANJE MATRIKSA

— matriks ne sme reagirati z analitom
— ne sme biti podvrzen sublimaciji

— Plast matriksa mora biti ¢im bolj homogena, da se
izognemo lokalnim razlikam v desorpciji in
lonizaciji.



NALAGANJE MATRIKSA

Dried-droplet method :Raztopino matriksa nanesemo na vzorec
rocno s pipeto.

Pneumatic nebulization : Raztopino matriksa nanesemo na
vzorec z razprsevanjem.

chemical inkjet printer : S piezoelektricno napravo nanasamo
majhne kapljice raztopine matriksa.

automated vibrational spray coater : Raztopino matriksa
nanesemo na vzorec z razprsevanjem.

matrix sublimation : Trden matriks se nahaja na dnu
kondenzatorja, vzorec pa je pritrjen na spodnjo stran toplotno
prevodnega traku. Sublimacijo matriksa izvajamo pri znizanem
tlaku in visoki temperaturi (125°C), pri cemer matriks kondenzira
na hladni povrsini vzorca. Metoda daje visoko Cistost matriksa in
majhne kristale in homogeno odlaganje.

dry-coating : Fino zdrobljen matriks filtriramo direktno na tkivo
skozi sito (20 um).
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