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* Primjena spregnutih sustava IMS-MS; primjena u analizi izomera
bioloskih molekula
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1. UVOD

* Spektrometrija ionske pokretljivosti — tehnika odjeljivanja iona u
plinskoj fazi pod utjecajem djelovanja elektricnog polja

e Razvoj zapocCinje 60-ih godina 20. stoljeca

e Spregom sa spektrometrijom masa (IMS-MS) povecava se analiticka
moc i podrucje primjene

e 2006. godina — prvi komercijalno dostupan IMS-MS instrument
(Synapt HDMS — Waters Corporation)



2. SPREGNUTI SUSTAV IMS-MS

e Pokretljivost iona u sudarnim celijama (ispunjene inertnim sudarnim
plinom) pod utjecajem djelovanja elektricnog polja

e Sudarni presjek, Q (engl. Collision cross-section, CCS) — mjerljiva
veliCina; uprosjecuje sve geometrijske orijentacije i vrste interakcija
 Manje molekule, kompaktnije konformacije (manji sudarni presjeci) —

brze gibanje

e \Ve¢e molekule, otvorenije konformacije (veci sudarni presjeci) —
sporije gibanje
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*izvedena pod pretpostavkom djelovanja slabog elektricnog polja!



Sudarni presjek

e Sudarni presjek, Q (A2) nije intrinziéno svojstvo molekule analita
e Doprinos sudarnog plina i eksperimentalnih uvjeta (T, E, p, E/N)
e Potencijalni analiticki identifikator

e |zracun teorijskih vrijednosti sudarnih presjeka

* Primarna vrijednost (direktno mjerenje) ili sekundarna vrijednost
(kalibracija pomocu standarda)



Instrumentacija (ionski izvori)

 Blagi naCini ionizacije
* lonizacija elektrorasprsenjem (engl. Electrospray ionization, ESI);
generiranje visestruko nabijenih iona

* Matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (engl.
Matrix assisted laser desorption ionization, MALDI); generiranje
jednostruko nabijenih iona

* lonizacija laserskim rasprsenjem (engl. Laserspray ionization, LSI);
generiranje visestruko nabijenih iona



Instrumentacija (sudarne celije)
e Sudarni plinovi (N,, He, Ar, CO,, O,)

1. Vremenski — disperzivno odjeljivanje (platforme DTIMS i TWIMS)
2. Prostorno — disperzivno odjeljivanje (platforma FAIMS)
3. Ogranicavanje iona i selektivno otpustanje (platforma TIMS)



e Platforma DTIMS (engl. Drift tube ion mobility spectrometry)
e Stog jednako udaljenih prstenastih elektroda (Slika 1.)

* Plin nema usmjeren protok

e Djelovanje slabog i uniformnog elektricnog polja

* Direktno mjerenje sudarnih presjeka (Mason-Schamp jednadzba)

DTIMS

Slika 1. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj éeliji DTIMS.!



e Platforma TWIMS (engl. Traveling wave ion mobility spectrometry)
e Stog prstenastih elektroda (Slika 2.)

* Primjena radiofrekventnog napona suprotnih faza na susjedne
elektrode (fokusiranje iona)

* Primjena istosmjernog napona na setove elektroda (stvaranje
barijera)

e Oscilirajuce elektricno polje (ne vrijedi Mason-Schamp jednadzba)

e Kalibracija standardima poznatih sudarnih presjeka
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Slika 2. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji TWIMS.!



e Platforma TIMS (engl. Trapped ion mobility spectrometry)
e Skup prstenastih elektroda podijeljen u tri regije
 Usmjeren protok plina prema detektoru uzrokuje gibanje iona

* Djelovanje elektricnog polja u suprotnom smjeru (Slika 3.)

 Moguénost skeniranja; velika selektivnost (moc razlucivanja)
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Slika 3. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji TIMS.1



e Platforma FAIMS (engl. Field assymetric waverform ion mobility
spectrometry) i platforma DMS (engl. Differential ion mobility
spectrometry)

e Razlika u geometriji elektroda

* Djelovanje asimetricnog elektricnog polja (nije moguc izracun
vrijednosti sudarnih presjeka)

e Usmjeren protok plina prema detektoru (Slika 4.)
e Upotreba kompenzacijskog napona (engl. Compensation voltage)
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Slika 4. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji FAIMS/DMS.?2



Instrumentacija (analizatori masa)

e Najcesce se koriste analizatori masa koji mjere vrijeme leta (engl.
Time of flight, TOF)

e Kvadrupolni analizator masa kao dodatni filtar masa

microseconds milliseconds seconds minutes

kromatografija 20 min (1200 s) kromatogram

kvadrupol 100 ms 10 000 spektara

IMS 100 000 spektara

TOF 10 000 00D spektara

10€ 105 10 10® 102 107 1 10" 102 10°
Slika 5. — Vremenski okviri akvizicije podataka za nekoliko dimenzija odjeljivanja i broj potencijalnih
spektara nakon njihovog povezivanja.3



Primjena spregnutih sustava IMS-MS

* Analiza bioloskih molekula (proteomika, lipidomika, metabolomika,
glikomika)

e Rezultati IMS eksperimenata (sudarni presjeci ili reducirane ionske
mobilnosti) kao dodatni analiticki identifikatori
* Primjena u ciljanoj i neciljanoj analizi

e Regije u IMS-MS konformacijskom prostoru kao rezultat korelacija
izmedu masa i ionskih pokretljivosti bioloskih molekula (Slika 6., Slika
7.)

* Potreba za standardizacijom protokola za generiranje i interpretaciju
rezultata IMS eksperimenata (Slika 8.)
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Slika 6. — Graficki prikaz jedinstvenih regija koje
zauzimaju skupine bioloskih molekula u IMS-MS
konformacijskom prostoru.*
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Slika 8. — Shematski prikaz stvaranja protokola za
generiranje i interpretaciju vrijednosti sudarnih
presjeka (CCS).>
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Slika 7. — Graficki prikaz jedinstvenih regija koje
zauzimaju glicerofosfolipidi i sfingolipidi unutar regije
lipida u IMS-MS konformacijskom prostoru.*



e Karakterizacija lipida spektrometrijom masa — zahtjevan postupak

e Postojanje izomernih oblika pridonosi strukturnoj kompleksnosti

e Bowman i sur. uspjesno odvojili 75 % od 19 izomernih parova
diglicerida, triglicerida i fosfokolina (500 — 900 Da)

m I EIGERCUIE] Analizator masa

ESI (+)

MOE : miristinska kiselina (14:0)
elaidinska kiselina (18:1 [9E])
: miristinska kiselina (14:0)
oleinska kiselina (18:1 [9Z])

MOB : miristinska kiselina (14:0)
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: palmitinska kiselina (16:0)
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Slika 9. — FAIMS spektri ionske pokretljivosti odjeljivanja dva para izomera lipida.>



* Postojanje mnogih izomernih oblika glikana (strukturna raznolikost) —
otezana karakterizacija

e Hoffman i sur. demonstrirali upotrebu IMS-MS spregnutih sustava u
strukturnoj analizi Sest sintetskih izomernih trisaharida (Slika 10.)

 Kompozicijski izomeri (epimeri, galaktopiranoza i glukopiranoza)
* Regioizomeri (1,3- i 1,4- glikozidna veza)
e Konfiguracijski izomeri (o i B anomeri galaktopiranoze)

e Kvantitativno odredivanje izomernih necistoca; primjena u kontroli
kvalitete prilikom sinteze ugljikohidrata (slika 11.)

m Sudarna celija Analizator masa

ESI (-) TWIMS QTOF
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 McLean i sur. demonstrirali upotrebu IMS-MS spregnutih sustava u
odjeljivanju dijastereocizomera vazopresina i dezmopresina

* Vazopresin — prirodni nonapeptidni hormon; dezmopresin — sintetski
derivat (Slika 12.)

 Ukupno cetiri nonapeptida: 8L-VP, 8D-VP, 8L-DP, 8D-DP

m Sudarna celija Analizator masa

ESI (+) DTIMS QTOF
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N
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Slika 12. — Strukture vazopresina i dezmopresina.’



e 8L-DP (308 A2) — kompaktnija konformacija; 8D-DP (314 A2?) —
izduzenija konformacija (Slika 13.)

e 8L-VP (303 i 310 A2) — kompaktnija i izduZenija konformacija; 8D-VP
(310 A?) —izduzenija konformacija (Slika 14.)
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Slika 13. — DTIMS spektri ionske pokretljivosti Slika 14. — DTIMS spektri ionske pokretljivosti izomernih
izomernih oblika dezmopresina.’ oblika vazopresina te raspodjela broja teoretski dobivenih

konformacija po teoretskim vrijednostima sudarnih
presjeka.’



3. ZAKLJUCAK

* IMS daje uvid u strukturu iona analita

* Sprega sa MS povecava analiticku moc¢ (karakterizacija po masi i po
veliCini)

 Inkorporacija u ve¢ postojeée LC/GC-MS sustave i protokole

e IMS kao filtar za pojednostavljivanje spektara masa kompleksnih
uzoraka - smanjenje pozadinskog Suma (matrica)

* Odvajanje izomernih oblika na temelju razlika u pokretljivostima

* Primjena u ciljanoj i neciljanoj analizi (sudarni presjeci ili reducirane
ionske mobilnosti kao dodatni analiticki identifikatori)
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