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§1. Uvod 1

§1. UVOD

Spektrometrija ionske pokretljivosti (engl. lon mobility spectrometry, IMS) je brza tehnika
odjeljivanja ¢iji je razvoj zapoceo 60-ih godina 20. stoljeca, iako su njeni temelji postavljeni
mnogo ranije kada su Sir Joseph John Thomson i Ernest Rutherford proucavali elektri¢nu
vodljivost u plinovitim medijima.

lako se spektrometrija ionske pokretljivosti isprva koristila kao samostalna tehnika za
detekciju eksploziva te spojeva koji se koriste kao kemijsko oruzje, danas je njena upotreba
mnogo Sira zahvaljuju¢i moguénosti povezivanja s nekim drugim tehnikama poput
spektrometrije masa (engl. Mass spectrometry, MS). Ipak, spektrometrija ionske pokretljivosti
se zbog svoje pouzdanosti nastavila koristiti i kao samostalna tehnika za detekciju eksploziva
1 narkotika u zracnim lukama.

lako je spektrometrija ionske pokretljivosti sama po sebi izuzetna tehnika odjeljivanja
iona u plinskoj fazi, povezivanjem sa spektrometrijom masa znatno se povecava njena
analiticka mo¢ kao i podrucje primjene. Danas se spregnuti (vezani) sustav IMS-MS koristi za
dobivanje strukturnih informacija o ionima malih molekula te o ionima makromolekula poput
proteina, ugljikohidrata, lipida itd. Budu¢i da se odjeljivanje odvija u plinskoj fazi osigurano
je kratko trajanje analize Sto ovu tehniku ¢ini kompatibilnom s tehnikama odjeljivanja u
kondenziranoj fazi pa se cesto odjeljivanja tekucinskom kromatografijom ili kapilarnom
elektroforezom provode prije IMS-MS analize. Rutinska upotreba spregnutih sustava IMS-
MS kao zasebne analiti¢ke tehnike zapoCinje u posljednjih dvadesetak godina kada prvi

komercijalni instrumenti postaju dostupni.?
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§ 2. SPREGNUTI SUSTAV SPEKTROMETRIJA
IONSKE POKRETLJIVOSTI-SPEKTROMETRIJA
MASA

Spektrometrija ionske pokretljivosti, ranije poznata i pod nazivima ,,ionska kromatografija“ te
~plazma kromatografija“ je tehnika odjeljivanja iona u plinskoj fazi.? loni se odjeljuju na
temelju njihove pokretljivosti unutar celija koje su ispunjene sudarnim plinom (koji je
najcesce inertan) pod utjecajem djelovanja elektricnog polja. Upotrijebljeno elektri¢no polje
prisiljava ione na gibanje kroz ¢eliju pri cemu dolazi do kolizija s neutralnim molekulama
plina Sto rezultira brzim gibanjem manjih i kompaktnijih molekula (manji sudarni presjeci) u
usporedbi s ve¢im molekulama koje se gibaju sporije (veéi sudarni presjeci).?

Opcenito se spektrometrija ionske pokretljivosti upotrebljava kao dodatna dimenzija
odjeljivanja, kao dodatna identifikacijska i karakterizacijska tehnika ili kao tehnika za
strukturna odredivanja pomocu koje se izvode zakljucci o primarnoj ili o strukturama visih
redova za neki odreden analit. Mjerenja koja se izvode upravo u svrhu identifikacije,
karakterizacije ili odredivanja strukture svode se na preracunavanje vremena koje ion provodi
unutar sudarne celije (to) u vrijednost sudarnog presjeka promatranog iona (£2). Ona

predstavlja fundamentalnu veli¢inu analita koja je usporediva izmedu razli¢itih mjerenja.

2.1. Teorijska osnova spektrometrije ionske pokretljivosti
Ioni se unutar ¢elije (Slika 1.) nalaze pod utjecajem najcescée slabog i konstantnog elektricnog

polja jakosti:

E_U
L

pri ¢emu je U razlika potencijala, a L ozna¢ava duljinu sudarne ¢elije.
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 3

Slika 1. — Shematski prikaz djelovanja dvije suprotne sile na ion u sudarnoj éeliji.*

Budu¢i da na ione u ¢eliji djeluje i suprotna sila trenja (Ft) kao posljedica kolizija iona
sa sudarnim plinom, postoji jednoliko gibanje iona u smjeru upotrijebljenog slabog

elektricnog polja brzinom:
Vg = KXE

pri ¢emu je K konstanta proporcionalnosti koja se naziva pokretljivost iona, a ona ovisi 0
ucestalosti kolizija izmedu iona analita i molekula sudarnog plina. Pokretljivost iona je ovisna
o brojnosnoj gustoci plina, a prema tome povezana je S temperaturom i tlakom plina. Kako bi
podatci o pokretljivosti iona dobiveni u razli¢itim uvjetima i razli¢itim instrumentima bili
usporedivi potrebna je standardizacija pa se uvodi izraz za reduciranu pokretljivost iona (cm?
Vv1sl):

pri ¢emu po odgovara tlaku od 101 000 Pa, a To temperaturi od 273,15 K.

Vrijeme koje ioni provedu unutar sudarne ¢elije dano je izrazom:

. L L*Typ
47 vy KopoTU

Mnogi instrumenti mjere tzv. dolazno vrijeme (ta) koje je zbroj vremena koje ioni provedu

unutar sudarne ¢elije (tq) i vremena izvan Celije (to):
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 4

tA = td + tO
Reducirana pokretljivost iona se pomocu kineticke teorije povezuje sa sudarnim presjekom

promatranog iona Q (engl. Collision cross-section, CCS) pomo¢u Mason-Schamp jednadZbe:

K = 3ze ( 2n )1/21
7 16N, \ukgT/) 0

pri ¢emu e oznacava elementarni naboj elektrona/protona, z nabojni broj, No brojnosnu
gusto¢u sudarnog plina pri tlaku po i temperaturi To, ( reduciranu masu iona i sudarnog plina,
ks Boltzmanovu konstantu, a T eksperimentalnu temperaturu. Primarni rezultat mjerenja je
pokretljivost iona (K), dok je eksperimentalna vrijednost sudarnog presjeka () izvedena iz
tog rezultata Mason-Schamp jednadzbom.*

Vazno je naglasiti da je Mason-Schamp jednadzba izvedena pod pretpostavkom
djelovanja slabog elektriénog polja. Pokretljivost iona je u najvecoj mjeri konstantna unutar
slabog elektri¢nog polja koje definira omjer E/N (reducirana jakost elektriénog polja) u iznosu
od ~ 0,1 do 10 Townsenda (Td). Za monoatomne ione gornja granica E/N iznosi oko 10 Td,

dok za poliatomne ione iznosi oko 4 Td.?

2.1.1. Sudarni presjek

Odjeljivanje iona spektrometrijom ionske pokretljivosti temelji se na razlikama u strukturi
(sudarni presjek, ) i u naboju (z) analiziranih iona.

loni kompaktnijih konformacija dozZivljavaju manji broj kolizija s molekulama
sudarnog plina u odnosu na ione otvorenijih (izduzenijih) konformacija. Prema tome,
kompaktniji ioni s manjim sudarnim presjecima imaju vecu pokretljivost u odnosu na ione s
otvorenijim konformacijama.?

Sudarni presjek (£2) nije intrinzi¢no svojstvo molekule nekog analita, ve¢ predstavlja
mjerljivu veli¢inu koja uprosjeCuje sve geometrijske orijentacije i vrste interakcija unutar
eksperimentalnog vremena. Na sudarni presjek utjeCu doprinosi sudarnog plina i samog
eksperimenta spektrometrije ionske pokretljivosti (temperatura, jakost elektricnog polja, tlak).
Zbog toga je empirijska vrijednost sudarnog presjeka specificna za odredeni sudarni plin kao 1

za vrijednosti parametara temperature, jakosti elektricnog polja i tlaka koji su koristeni
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prilikom mjerenja.® Pojednostavljeno, sudarni presjek je normalizirana mijera veli¢ine u
plinskoj fazi koja se obi¢no biljei u kvadratnim angstremima (A?).!

Sudarni presjeci mogu biti upotrijebljeni kao identifikatori strukture iona, a dobiveni
podatci usporedeni s onima koji su dobiveni nekim drugim tehnikama poput DOSY nuklearne
magnetske rezonancije ili difrakcije rendgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu.® Ipak,
podatci koji su sadrzani unutar sudarnih presjeka nisu dovoljni kako bi jednoznac¢no definirali
strukturu molekule analita. Vaznu ulogu u tumacenju IMS podataka ima molekularno
modeliranje. Ovim pristupom se prilikom identifikacije nepoznatih analita racuna teorijska
vrijednost sudarnog presjeka nekog pretpostavljenog kandidata te se ona usporeduje s
eksperimentalno odredenom vrijednosti sudarnog presjeka. Razvijeno je nekoliko metoda od
kojih vecina koristi Monte Carlo racunalne algoritme. Neke od ovih metoda su jednostavnije,
dok su neke sloZenije, a medusobne razlike proizlaze iz njihovih ishodisnih pretpostavki
(Slika 2.). Najjednostavnijom metodom za racunanje sudarnog presjeka se smatra metoda PA
(engl. The projection approximation, PA). Njome se sudarni presjek racuna uprosjecivanjem
svih mogucih orijentacija prilikom rotiranja molekule. Ova metoda u potpunosti ignorira
procese rasprSenja molekula plina na molekulama analita. Metoda EHSS (engl. The elastic
hard sphere scattering, EHSS) prilikom racunanja sudarnih presjeka uzima u obzir proces
rasprsenja, no ignorira bilo kakve dalekometne interakcije. Pri ra¢unanju sudarnog presjeka
ovom metodom uzima se radijvektor svakog atoma u obliku ¢vrste sfere. Ova metoda se
smatra dobrom metodom za izracun sudarnih presjeka za veée molekule. Metoda TM (engl.
The trajectory method, TM) se smatra pogodnijom metodom za izracun sudarnih presjeka
manjih molekula budu¢i da kratkometne interakcije i dugometne interakcije izmedu molekula
analita i sudarnog plina promatra eksplicitno pri ¢emu se radijusi atoma promatraju kao
funkcije temperature te interakcijskih potencijala iona i sudarnog plina. Racunanje sudarnih

presjeka ovom metodom je visestruko dugotrajnije u odnosu na ostale spomenute metode.*®
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™ o— EHSS «— PA
Slika 2. — Razlike izmedu nacina racunanja teorijskih vrijednosti sudarnih presjeka

koritenjem tri glavne metode.®

2.2. Instrumentacija

lako se spektrometrija ionske pokretljivosti (IMS) u svojim pocecima razvijala kao zasebna
analiticka tehnika izuzetnih mogucénosti ubrzo se javila potreba njenog povezivanja sa
spektrometrijom masa (MS) kako bi se unutar jednog generiranog spektra dobili podatci o
strukturi iona koji inac¢e nisu bili dostupni analizom pomoc¢u ovih tehnika u njihovim
zasebnim izvedbama. Rutinska upotreba ovih vezanih sustava zapocinje 2006. godine nakon
Sto tvrtka Waters Corporation predstavlja Synapt HDMS, prvi komercijalno dostupan IMS-
MS instrument. Ubrzo nakon toga 2014. i 2016. godine tvrtke Agilent Technologies i Bruker
Corporation predstavljaju svoje IMS-MS instrumente. Opcenit na¢in povezivanja ove dvije
tehnike prikazan je na Slici 3. loni nastali u ionskim izvorima se analiziraju pomoc¢u IMS i

MS te naposlijetku detektiraju.

(=7
IONSKI I )
IZVOR 1 M5

L} ’

DETEKTOR

Slika 3. — Op¢enit nacin povezivanja spektrometrije ionske pokretljivosti i spektrometrije

masa u vezani sustav.
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2.2.1. lonski izvori

Prije nego Sto je analiziran IMS-MS tehnikom, analit mora biti ioniziran i doveden u plinsku
fazu. Dvije najcesce ionizacijske tehnike su ionizacija elektrorasprsenjem (engl. Electrospray
ionization, ESI) i matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (engl. Matrix
assisted laser desorption ionization, MALDI). Ovakve ,blage* tehnike ionizacije ne
narusavaju strukturni integritet molekula analita tijekom ionizacijskog procesa i dovodenja u
plinsku fazu.

lonizacija elektrorasprSenjem je najceS¢e koristena tehnika ionizacije u IMS-MS
analizama. Radi se o blagoj i kontinuiranoj tehnici ionizacije koja naj¢es¢e generira viSestruko
nabijene ione. Budu¢i da spektrometri masa mjere omjer mase i naboja iona (m/z), ¢injenica
da ESI generira viSestruko nabijene ione uvelike prosiruje raspon masa analita koje je na ovaj
na¢in moguce analizirati. Zbog toga je ova tehnika ionizacije pogodna za analizu proteina i
ostalih biomolekula velikih masa, nekih nehlapivih i termolabilnih spojeva kao $to su razli¢iti
polimeri te malih polarnih molekula.

Matricom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom je blaga i pulsna tehnika
ionizacije koja generira jednostruko nabijene ione. Analit se zajedno s odabranom organskom
matricom nanosi na metalni nosa¢ te se na smjesu nakon isparavanja otapala djeluje laserom
(Nd:YAG ili CO; laser). Budu¢i da se ioni analita generiraju djelovanjem lasera u pulsevima
ova ionizacijska tehnika je pogodna za povezivanje s odredenim IMS tehnikama kod kojih se
paketi iona pulsno injektiraju u sudarne ¢elije. Zbog karakteristicnog nacina pripreme uzoraka
za potrebe ionizacije MALDI nije pogodan za direktnu analizu tekucih uzoraka poput eluata
dobivenih tekuéinskom kromatografijom.”®

lonizacija laserskim rasprSenjem (engl. Laserspray ionization, LSI) je relativno nova
ionizacijska tehnika koja pokazuje slicnost s MALDI ionizacijskom tehnikom, a svoju
primjenu je takoder pronasla u IMS-MS analizama. Bitna razlika je da se ovom ionizacijskom
tehnikom generiraju viSestruko nabijeni ioni. Analit se zajedno s matricom nanosi na nosa¢ na
koji se ne primjenjuje nikakav napon, a laserska zraka potrebna za ionizaciju se transmitira

kroz nosa¢ §to takoder ¢ini razliku u odnosu na MALDI ionizacijsku tehniku (Slika 4.).8
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Slika 4. — Shematski prikaz mehanizama rada MALDI i LSI ionizacijskih tehnika.®

2.2.2. Sudarne celije

Sudarne celije (engl. Drift tube) postoje u svim veli¢inama i oblicima. One su ispunjene
molekulama sudarnog plina s kojima ioni analita kolidiraju prilikom gibanja koje je
uzrokovano utjecajem elektri¢nog polja. Najcesc¢e koriSteni sudarni plinovi su dusik i helij na
koje otpada 95 % do 2015. prijavljenih vrijednosti sudarnih presjeka, a u manjoj mjeri se
koriste argon, ugljikov dioksid, kisik itd.® Svaka IMS instrumentalna platforma, a samim time
i vrsta sudarne celije, spada u jedan od tri koncepata odjeljivanja iona prema njihovoj
pokretljivosti:

1. vremenski-disperzivno odjeljivanje

2. prostorno-disperzivno odjeljivanje

3. odjeljivanje koje se temelji ograni¢avanju iona i selektivnom otpustanju®

Koncept vremenski-disperzivnog odjeljivanja temelji se na mjerenju vremena koje je

potrebno nekom pulsu (paketu) iona koji se aksijalno giba kroz elektri¢no polje sudarne éelije
za dolazak do detektora. Jedna od klasi¢nih izvedbi IMS instrumentalnih platformi koja
koristi spomenuti koncept odjeljivanja iona je platforma DTIMS (engl. Drift tube ion mobility
spectrometry, DTIMS). Unutrasnjost sudarnih celija DTIMS ¢ini stog jednako udaljenih
prstenastih elektroda (Slika 5.). Kako bi se odijelili prema pokretljivosti u sudarnu ¢eliju se
injektira paket iona na koje djeluje slabo i uniformno elektri¢éno polje (konstantan gradijent
napona). loni analita koji se kre¢u prema detektoru kolidiraju s molekulama sudarnog plina

pri ¢emu plin nema usmjeren protok. Cinjenica da na ione djeluje uniformno elektri¢no polje
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omogucuje direktno povezivanje mjerenog vremena koje ion provede u sudarnoj celiji (tq), a
samim time i ionske pokretljivosti (K) sa sudarnim presjekom (£2) putem kineticke teorije
plinova (Mason-Schamp jednadZzba). Moguénost ra¢unanja vrijednosti sudarnih presjeka je
najvec¢a prednost platforme DTIMS u odnosu na ostale IMS platforme. Sve ostale IMS
platforme zahtijevaju koriStenje standarda za kalibraciju koje ¢ine ioni to¢no odredenih
vrijednosti sudarnih presjeka koje su prethodno dobivene mjerenjima pomocu instrumentalnih
platformi DTIMS 1579

—..E

A A

Q@ o]

1 | |

\/ J

DTIMS

Slika 5. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji DTIMS.®

Budu¢i da se ioni u sudarnu ¢eliju injektiraju pulsno (u paketima) ukupna osjetljivost
je smanjena pa se tako samo 0,1 — 1 % iona generiranih u ionskom izvoru Salje u IMS sudarnu
éeliju.® Gubitak iona moguée je smanjiti upotrebom ionskih stupica (engl. lon trap) na ulazu u
sudarnu ¢eliju kao i injektiranjem viSe paketa iona pri to¢no definiranim vremenima dok
prethodno injektirani paket jo§ uvijek biva analiziran u sudarnoj ¢eliji.?

Drugi primjer IMS instrumentalne platforme koja koristi koncept vremenski-
disperzivnog odjeljivanja jest platforma TWIMS (engl. Traveling wave ion mobility
spectrometry, TWIMS). Sli¢no kao i u prethodnom sluc¢aju, sudarne ¢elije ovih instrumenata
¢ini stog prstenastih elektroda pri ¢emu se na susjedne elektrode primjenjuje radiofrekventni
napon suprotnih faza kako bi se ioni fokusirali kroz srediSte Celije i kako bi se sprijeCila
njihova neutralizacija na stijenkama elektroda (Slika 6.). Na elektrode se uzastopno
primjenjuje i istosmjerni napon koji uzrokuje aksijalno gibanje iona duz sudarne celije.
Upotrebom istosmjernog napona na jedan set elektroda stvara se barijera koju ioni ne mogu
prijeci sve dok se upotreba napona ne prebaci na iduci set elektroda ¢ime se ta barijera pomice

prema naprijed. Na ovaj nacin nastaju putujuci valovi napona pri cemu pokretljiviji ioni brzo
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prolaze kroz ¢eliju ,,surfajuci* na valu, a manje pokretljivi ioni zahtijevaju vise valova kako bi
dosegli kraj sudarne ¢elije. Kako se napon kojim se djeluje na ione konstantno mijenja (a
samim time i jakost elektri¢nog polja oscilira) Mason-Schamp jednadZzba ne vrijedi u slucaju
platformi TWIMS. Kako bi eksperimenti provedeni pomoc¢u instrumentalnih platformi
DTIMS i TWIMS bili medusobno usporedivi, platforme TWIMS zahtijevaju kalibraciju
standardima u kojima se nalaze ioni to¢no odredenih vrijednosti sudarnih presjeka i koji sa
analitom imaju $to sli¢nija fizikalna svojstva (poput mase, naboja, ion-dipol interakcija sa

sudarnim plinom).1-258

putujuci val napona _ RF -

TWIMS Rl'F +

Slika 6. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj celiji
TWIMS.®

Instrumentalne platforme koje koriste koncept odjeljivanja koje se temelji na
ogranicavanju iona i selektivnom otpustanju su relativno moderne. Ioni se zarobljavaju u
stlacenom prostoru upotrebom radiofrekventnog napona i nakon toga selektivno otpustaju na
temelju razlika u njihovoj pokretljivosti. Ovakav princip je sli¢an konceptu selektivnog
izbacivanja iona na temelju masa iz ionskih stupica spektrometara masa. Ovaj koncept
odjeljivanja iona koriste instrumentalne platforme TIMS (engl. Trapped ion mobility
spectrometry, TIMS). Ovakve platforme se sastoje od skupa prstenastih elektroda koje se
dijele na tri regije: ulazni dio, analizator ionske pokretljivosti i izlazni dio. Ulazni i izlazni dio
kontroliraju skretanja iona i njihovo fokusiranje dok analizator sluzi za akumulaciju i
izbacivanje iona od interesa. Kod ovih instrumentalnih platformi sudarni plin ima usmjeren
protok i to prema detektoru Sto je velika razlika u usporedbi s dvije prethodno opisane IMS
instrumentalne platforme. Gibanje iona prema detektoru je uzrokovano protokom sudarnog
plina dok na njih djeluje elektricno polje u suprotnom smjeru (Slika 7.). Na ovaj nacin ioni

napreduju do pozicije u kojima su ove dvije suprotne sile u ravnotezi. Smanjivanjem jakosti
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 11

elektricnog polja usmjereni protok plina izbacuje ione specifi¢nih pokretljivosti iz analizatora
prema detektoru (spektrometru masa). Budu¢i da elektri¢no polje djeluje tako da ogranicava
gibanje iona, a ne usmjeravaju¢i ga kao kod prethodno opisanih IMS platformi, u
platformama TIMS se prvo izbacuju ioni ve¢ih sudarnih presjeka, a nakon toga ioni manjih
sudarnih presjeka. Koristenjem platformi DTIMS i TWIMS moguce je promatrati sve ione
koriStenjem jednakih eksperimentalnih uvjeta. U slucaju platformi TIMS provode se
skeniranja jer se zahtjeva promjena eksperimentalnih uvjeta kako bi se promatrali svi ioni.
Zbog ovog je svojstva platforma TIMS visoko selektivna (velika mo¢ razlucivanja). Ove
instrumentalne platforme bas kao i platforme TWIMS zahtijevaju kalibraciju standardima
poznatih ionskih pokretljivosti. Prednost ovakvih instrumentalnin platformi je njihova

kompaktnost (5 — 10 cm).}>910

- E

=

usmjeren protok plina

t:l(:O Q

*——FL

usmjeren protok plina

tzo O

TIMS

Slika 7. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji
TIMS.®

Primjer instrumentalnih platformi koje koriste koncept prostorno-disperzivnog
odjeljivanja iona su FAIMS (engl. Field assymetric waveform ion mobility spectrometry) tj.
DMS (engl. Differential ion mobility spectrometry) pri ¢emu se sudarne celije ove dvije
platforme razlikuju samo u geometriji svojih elektroda (cilindricne odnosno planarne). Radi

se 0 izuzetno malim sudarnim ¢elijama koje zauzimaju povrsinu od svega nekoliko kvadratnih
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 12

centimetara. U njima djeluje asimetri¢no elektri¢no polje, a tok sudarnog plina je usmjeren
aksijalno prema izlazu iz ¢elije (paralelno gibanju iona). Kako se ioni gibaju kroz ¢eliju na
njih u jednom odredenom duljem periodu djeluje slabo elektri¢no polje koje usmjerava ione
ka jednoj od elektroda nakon ¢ega se upotrebljava jace elektri¢no polje koje usmjerava ione
ka suprotnoj elektrodi. Istovremeno se na elektrode upotrebljava istosmjerni tzv.
kompenzacijski napon (engl. Compensation voltage, CV) koji usmjerava ione ka srediSnjem
dijelu sudarne ¢elije i omogucuje im izlazak iz nje bez neutralizacije na stijenkama elektroda.
Pri danoj vrijednosti kompenzacijskog napona samo ioni specifi¢ne pokretljivosti uspijevaju
iza¢i iz sudarne ¢elije (Slika 8.). Skeniranjem kroz kompenzacijske napone moguce je odijeliti
ione prema njihovoj pokretljivosti i dobiti cjeloviti spektar ionske pokretljivosti. Ovakav
filtarski na¢in rada sudarnih celija FAIMS/DMS je analogan kvadrupolnim analizatorima
masa u spektrometrima masa. loni se u analizatore ionske pokretljivosti FAIMS/DMS
injektiraju kontinuirano, a ne pulsno kao u slucaju platformi DTIMS, TWIMS i TIMS.
Izracun vrijednosti sudarnih presjeka zbog upotrebe asimetri¢nog elektricnog polja u ovim
sudarnim c¢elijama nije mogu¢. Upotreba sudarnih ¢elija FAIMS/DMS omogucuje postizanje
visokih stupnjeva selektivnosti za razliku od onih sudarnih ¢elija u kojima se upotrebljavaju

slaba elektri¢na polja.t2®

usmjeren protok plina

V(t) s
SOV TV c
f‘vN 2 CUB
v — NGV -
L dov
FAIMS

Slika 8. — Shematski prikaz odjeljivanja iona prema pokretljivosti u sudarnoj ¢eliji
FAIMS/DMS.®

Do 2015. godine vecina vrijednosti sudarnih presjeka dobivena je KkoriStenjem
instrumentalnih platformi DTIMS (87 %) i TWIMS (9 %), dok su u manjoj mjeri koriStene
ostale instrumentalne platforme (4 %). Budué¢i da DTIMS jos uvijek daje najvecu preciznost
prilikom mjerenja sudarnih presjeka te da je zbog direktne veze izmedu vrijednosti vremena

provedenog u sudarnoj celiji 1 vrijednosti sudarnog presjeka mogucée odredivati CCS
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8 2. Spregnuti sustav IMS-MS 13

vrijednosti analita iz kompleksnih bioloskih uzoraka, nije zacudujuce da su se upravo
instrumentalne platforme DTIMS koristile u najveéoj mjeri.> U ovom seminarskom radu
obradene su IMS instrumentalne platforme koje se trenutno koriste u komercijalno dostupnim
IMS-MS instrumentima proizvodaca Agilent Technologies (DTIMS), Waters Corporation
(TWIMS), Bruker Corporation (TIMS), Tofwerk (DTIMS) i Thermo Fisher Scientific
(FAIMS).

2.2.3. Analizatori masa

Spektrometrija masa se rutinski upotrebljava nakon odjeljivanja spektrometrijom ionske
pokretljivosti kako bi se odredile mase iona koji su prethodno odijeljeni na temelju njihovih
pokretljivosti. Na Slici 9. prikazana je mogucénost sprezanja nekoliko dimenzija odjeljivanja

¢ija se vremena akvizicije podataka razlikuju za jedan ili viSe redova veli¢ine.

microseconds milliseconds seconds minutes

kromatografija 20 min (1200 s) kromatogram

kvadrupol 100 ms 000 spektara

IMS 100 000 spektara

TOF 10 00D 000 spektara

106 10° 10* 10 102 10" 1 10" 10¢ 10°
Slika 9. — Vremenski okviri akvizicije podataka za nekoliko dimenzija odjeljivanja i broj

potencijalnih spektara nakon njihovog povezivanja.®

Instrumentalne platforme spektrometrije ionske pokretljivosti se najéesée povezuju s
analizatorima masa koji mjere vrijeme leta (engl. Time of flight, TOF) u spregnute sustave
zbog vremenskih okvira u kojima se generiraju podatci kod ova dva instrumenta. Dok
spektrometrija ionske pokretljivosti generira spektre unutar nekoliko milisekundi, TOF
generira spektre masa unutar stotinu mikrosekundi $to znaci da je unutar jednog IMS pulsa

moguce generirati nekoliko stotina ili pak tisu¢a spektara masa. Kvadrupolni analizator masa
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 14

se Cesto koristi kao dodatni filtar masa u IMS-MS instrumentima. Ukoliko se nalazi prije
sudarne celije moze biti iskoriSten za odabir iona prema masi prije odjeljivanja
spektrometrijom ionske pokretljivosti. Ukoliko se kvadrupol nalazi nakon sudarne celije
(QTOF konfiguracija) moguée je izolirati ione uskog raspona m/z vrijednosti prije
fragmentacije (MS/MS eksperimenti). Isto tako je moguée fragmentirati sve ione koji
napustaju sudarnu ¢eliju. Budu¢i da se takva fragmentacija dogada nakon odjeljivanja
spektrometrijom ionske pokretljivosti fragmentni ioni mogu biti asignirani svojim
prekursorskim ionima na temelju identi¢nih ionskih pokretljivosti. lako se kod komercijalnih
IMS-MS instrumenata najcesc¢e susre¢emo s TOF analizatorom masa (Agilent Technologies,
Bruker Corporation, Waters Corporation, Tofwerk) postoje i instrumenti kod kojih se
susrecemo s trostrukim kvadrupolnim analizatorom masa (QqQ), linearnom ionskom
stupicom (engl. Linear ion trap, LIT) ili elektrostatskom ionskom stupicom tj. Orbitrap

analizatorom masa (Thermo Fisher Scientific).>>"8

2.3. Primjena spregnutih sustava IMS-MS

Uloga spregnutog sustava spektrometrija ionske pokretljivosti-spektrometrija masa u analizi
bioloskih molekula je u konstantnom porastu. Kompatibilnost spektrometrije ionske
pokretljivosti s razliitim kromatografskim tehnikama, tehnikama ionizacije analita,
fragmentacijskim metodama i analizatorima masa ¢ini ovu tehniku svestranim i moc¢nim
alatom koji se primjenjuje u proteomici, lipidomici, metabolomici i glikomici gdje se
zahtijeva velika osjetljivost analize kao i pouzdanost identifikacije analita. Upravo se iz tih
razloga spektrometrija ionske pokretljivosti sve ¢es¢e implementira u MS metode za ciljane i
neciljane analize.

Kompleksna priroda uzoraka u proteomici zahtijeva visedimenzijska odjeljivanja prije
analize spektrometrijom masa kako bi se osigurala potpuna pokrivenost analiziranog
proteoma. Spektrometrija ionske pokretljivosti ima moguénost otkrivanja kemijskih vrsta koje
zbog svog niskog udjela u uzorku ne bi bile detektirane u MS spektrima. Spektri ionske
pokretljivosti mogu biti iskoriSteni zajedno s kromatografskim vremenima zadrZavanja za
mapiranje peptida u viSedimenzijskom prostoru. Proteini sli¢nih ili jednakih masa poput
proteinskih konformera mogu biti odvojeni pomocu IMS zbog razlika u strukturama koje
zadobivaju u plinskoj fazi. Spregnuti sustavi IMS-MS se sve viSe koriste u metodama analize
proteina ,,0dozgor nadolje” (engl. Top-down) i ,,odozdol nagore* (engl. Bottom-up). Stalni
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8§ 2. Spregnuti sustav IMS-MS 15

razvoj ionizacijskih tehnika je omogucio upotrebu ovih sustava u analizi intaktnih proteina i
njihovih kompleksa budu¢i da je moguce ocuvati slabe interakcije smotanih proteina i
nekovalentnih kompleksa.”®

Analiza glikana (sloZenih ugljikohidrata) spektrometrijom masa je zahtjevan poduhvat
jer je moguénost postojanja izomernih oblika veoma velika. lzomeri ugljikohidrata se
razlikuju prema svojoj primarnoj strukturi, poziciji hidroksilnih skupina, stereokemiji, vrsti
glikozidne veze izmedu gradevnih jedinica itd. lako se glikani prije MS analize odjeljuju
tehnikama poput tekuéinske ili plinske kromatografije te kapilarne eleketroforeze, zbog
njihove strukturne slicnosti to ponekad ne daje dovoljno dobre rezultate. Upotrebom
spektrometrije ionske pokretljivosti kao dodatne tehnike analiti se odjeljuju na temelju
njihove veli¢ine $to uvelike pomaZe pri analizi kompleksnih smjesa ugljikohidrata. U
buduénosti je potrebno oformiti prikladne baze podataka koje bi sadrzavale dragocjene
informacije o sudarnim presjecima ugljikohidrata budu¢i da se IMS-MS sve ¢esc¢e koristi u
glikomici ®

Ba$ kao i ugljikohidrati, lipidi mogu postojati u izomernim oblicima ovisno o tome
razlikuju li se prema primarnoj strukturi, duljini acilnih lanaca, poziciji acilnih lanaca, poziciji
dvostrukih veza, cis-trans konfiguraciji na poziciji dvostruke veze ili prema stereokemiji.
Spregnuti sustavi IMS-MS omogucéuju identifikaciju podskupina lipida (glicerofosfolipidi,
sfingolipidi itd.), strukturnu analizu kompleksnih lipidnih uzoraka (npr. stani¢cne membrane)
te razlikovanje izomernih oblika lipida. Identifikacija lipida spektrometrijom masa zahtijeva
snimanje spektara visoke rezolucije kao i eksperimente tandemne spektrometrije masa kako bi
se dobio uvid u karakteristicne nacine fragmentacije. U slucajevima gdje se eksperimenti
tandemne spektrometrije masa upotrebljavaju za identifikaciju lipida moguce je
spektrometrijom ionske pokretljivosti povezati fragmentacijske spektre s prekursorskim
ionima ¢ime se postize veca sigurnost prilikom identifikacije lipida. Za ocekivati je skoru
upotrebu informacija o sudarnim presjecima kao potencijalnih identifikatora u lipidomici.”®

Metabolomika obuhvaéa analizu Sirokog spektra bioloskih molekula (ugljikohidrati,
lipidi, hormoni, aminokiseline itd.) koje se uvelike razlikuju po svojim kemijskim svojstvima
(polarnost, topljivost itd.). Dva su pristupa analize spektrometrijom masa u metabolomici:
ciljana analiza (odabire se uzak spektar metabolita koji se kvantitativno odreduju) te neciljana
analiza koja zbog svog opsega moze biti izuzetno komplicirana (analiziraju se svi analiti

prisutni u uzorku). Za jednu m/z vrijednost koja je dobivena neciljanom analizom ponekad
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postoji nekoliko stotina potencijalnih kandidata u bazama podataka Sto znatno otezava
identifikaciju. Budu¢i da se u analizu unosi sudarni presjek kao dodatna veli¢ina
(identifikator) koja opisuje analit, IMS moze pomoc¢i u pouzdanijoj identifikaciji. U
posljednje se vrijeme ulazu veliki napori za stvaranje baza podataka s informacijama o
sudarnim presjecima koje bi se Koristile za brzu i pouzdanu kvalitativnu i kvantitativnu
identifikaciju analita. One izmedu ostalog ukljucuju i informacije o pesticidima,
zagadivaCima, ksenobioticima itd. Bas kao 1 u lipidomici IMS moze pomo¢i pri povezivanju i
identifikaciji fragmentacijskih puteva i prekursorskih iona u sklopu eksperimenata tandemne
spektrometrije masa (ioni fragmenata i prekursorski ioni dijele jednaka tq vremena). Takvi se
podatci prilikom identifikacije mogu iskoristiti zajedno sa spektrima masa visoke rezolucije
pri povezivanju nepoznatog analita s potencijalnim kandidatom u bazi podataka.”®

Analiti se u neciljanoj analizi odreduju pomocu nekoliko analitickih identifikatora koji
ukljucuju spektre masa visoke rezolucije, analizu izotopnih omjera, karakteristi¢ne
fragmentacijske puteve itd. Ponekad se ovakvi identifikatori mogu podudarati kao Sto je Cesto
slu¢aj kod izomernih oblika. Informacije koje proizlaze iz IMS eksperimenata (sudarni
presjeci ili reducirane pokretljivosti iona) mogu se iskoristiti kao dodatni analiticki
identifikatori ukoliko takve informacije ve¢ od ranije postoje u oformljenim bazama podataka
koje su dobivene analizom standarda.! Medutim, baze podataka s informacijama o m/z
vrijednostima i sudarnim presjecima ¢esto ne sadrze podatke za nepoznate analite. U ovakvim
slu¢ajevima moguce je utvrditi kojoj bioloskoj skupini molekula nepoznati analit pripada
prema dvodimenzijskim IMS-MS spektrima koji su generirani ekstrapoliranjem na osnovu
ranije izmjerenih m/z i CCS vrijednosti. Primjer su dali Mclean i suradnici koji su predstavili
bazu podataka 594 eksperimentalno odredenih CCS vrijednosti kvartarnih amonijevih soli,
lipida, peptida i ugljikohidrata. Spomenute tetraalkil amonijeve soli se inace koriste kao
kalibranti u IMS-MS mjerenjima jer nemaju tendenciju formiranja klastera. Primije¢eno je da
postoje korelacije izmedu masa i ionskih pokretljivosti analita koji pripadaju istoj skupini
bioloskih molekula kao rezultat sli¢nosti u konformacijama koje zadobivaju u plinskoj fazi.
Analiti  koji pripadaju istoj skupini bioloskih molekula tvore regije u IMS-MS
konformacijskom prostoru (Slika 10.). Utvrdeno je da ugljikohidrati imaju najnize CCS

vrijednosti s obzirom na m/z (najkompaktnije pakiranje u plinskoj fazi).
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Slika 10. — Graficki prikaz jedinstvenih regija koje zauzimaju skupine bioloskih molekula u

IMS-MS konformacijskom prostoru.*

Takoder je utvrdeno je da podskupine lipida poput sfingolipida i glicerofosfolipida zauzimaju

odredene uze regije unutar ukupnog konformacijskog prostora koji zauzimaju lipidi, pri cemu

je vidljivo da glicerofosfosfolipidi zadobivaju kompaktnije konformacije u usporedbi sa

sfingolipidima (Slika 11.). Tendencija grupiranja biomolekula u odvojene regije IMS-MS

konformacijskog prostora omoguéuje brzu karakterizaciju kompleksnih bioloskih uzoraka.!
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Slika 11. — Grafi¢ki prikaz jedinstvenih regija koje zauzimaju glicerofosfolipidi i sfingolipidi
unutar regije lipida u IMS-MS konformacijskom prostoru.*
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Na Slici 12. je shematski prikazan tijek rada za stvaranje jedinstvenih protokola za
generiranje i interpretaciju CCS vrijednosti u IMS-MS eksperimentima. U svrhu dobivanja
CCS vrijednosti visokih reproducibilnosti koje bi se usporedivale s vrijednostima iz baza

podataka potrebno je provesti standardizaciju protokola.

CCS vrijednosti u bazama podataka ionske mobilnosti @ 5P oes
match
CCS CCS ekspenment |ﬂ¥;1c,5rmﬂ il
baze pudatakﬂ skupovi P © primarni CCS
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Slika 12. — Shematski prikaz stvaranja protokola za generiranje i interpretaciju vrijednosti
sudarnih presjeka (CCS).!

2.3.1. Primjena u analizi izomera bioloskih molekula

Razlikovanje izomernih (izobarnih) analita unutar kompleksnih uzoraka spektrometrijom
masa zahtijeva upotrebu fragmentacijskih metoda ili upotrebu kromatografskog odjeljivanja
kao dodatak analizi spektrometrijom masa. Fragmentacijske metode cesto ne daju
zadovoljavajuée rezultate u slucaju strukturno slicnih izomera poput lipida, aminokiselina,
ugljikohidrata buduc¢i da su njihovi fragmentacijski spektri sli¢ni.

Spektrometrija ionske pokretljivosti poboljSava kapacitet spektara masa (engl. Peak
capacity) u usporedbi sa samostalnom spektrometrijom masa, a uz to je i kompatibilna s
drugim analitickim tehnikama i1 metodama poput tekucinske kromatografije 1 tandemne
spektrometrije masa. U tom kontekstu, IMS moZe biti upotrijebljena kao komplementarna
tehnika odjeljivanja. Moguénost brzog odjeljivanja analita prema strukturi i masi u€inila je
IMS-MS neprocjenjivom tehnikom u analizi izomernih oblika biolodkih molekula.’

Karakterizacija lipida spektrometrijom masa zahtjevan je postupak zbog njihove
strukturne raznolikosti. Jedan od uzroka je postojanje razli¢itih izomernih oblika lipida koji
pridonose njihovoj strukturnoj kompleksnosti poput geometrijskih izomera (cis/trans; E/Z

izomerija), konstitucijskih izomera (lancani 1 razgranati), brojnih mogucih polozaja
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dvostrukih veza te stereokemijskih orijentacija koje lipidi mogu zadobiti.” Primjer uloge
spektrometrije ionske pokretljivosti u odjeljivanju izomera lipida dali su Bowman i suradnici.
Oni su spregnutim sustavom IMS-MS proveli odjeljivanje 5 izomernih parova diglicerida, 7
izomernih parova triglicerida i 7 izomernih parova fosfokolina ¢ije su mase bile unutar
raspona 500 — 900 Da. U sklopu koriStene instrumentalne platforme nalazila se sudarna ¢elija
FAIMS sa linearnom ionskom stupicom kao analizatorom masa, dok se elektrorasprsenje u
pozitivnom nacinu rada Koristilo kao tehnika ionizacije. Proucavani izomeri su se razlikovali
prema poziciji masne kiseline (transacilacija), prema duljini acilnih lanaca masnih kiselina,
prema poziciji dvostrukih veza ili se pak radilo o geometrijskim izomerima. UspjeSno su
odijelili 75 % proucavanih izomernih parova, a sami izomeri su identificirani koriStenjem
standarda ili u nekim slu¢ajevima koriStenjem eksperimenata tandemne spektrometrije masa.
Na Slici 13a. je prikazano uspjeSno odjeljivanje dva geometrijska izomera (m/z 566,5).
Diglicerid MOE se sastoji od miristinske kiseline (14:0) i elaidinske kiseline (18:1 [9E]), dok
se MOO sastoji od miristinske kiseline (14:0) i oleinske kiseline (18:1 [9Z]). Uspjesno
odjeljivanje izomernog para (m/z 624,6) ¢ije se masne kiseline razlikuju u duljini acilnih
lanaca je prikazano na Slici 13b. Diglicerid MOB koji se sastoji od miristinske kiseline (14:0)
I beheinske kiseline (22:0) je skoro potpuno odijeljen od POA diglicerida koji se sastojao od
palmitinske kiseline (16:0) i arahidinske kiseline (20:0).12
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Slika 13. — FAIMS spektri ionske pokretljivosti odjeljivanja dva para izomera lipida.*

Strukturna raznolikost glikana c¢ini njihovu karakterizaciju izuzetno zahtjevnom.
Njihovu strukturu definiraju gradevne jedinice (vrste monosaharida koji se Cesto razlikuju
samo po stereokemiji), pozicija glikozidne veze izmedu gradevnih jedinica (zbog postojanje
viSe hidroksilnih skupina kod monosaharida koje mogu sudjelovati u stvaranju glikozidne
veze), te stereokemija glikozidne veze (zbog postojanja a i p anomera). Hofmann i suradnici
su demonstrirali upotrebu IMS-MS spregnutih sustava u strukturnoj analizi ugljikohidrata na
primjeru Sest sintetiziranih izomernih trisaharida (Slika 14.). lonizacija je provedena
elektrorasprsenjem u negativnom nacinu rada buduc¢i da su najizrazenije spektralne razlike
unutar spektara ionske pokretljivosti uocene za deprotonirane ione [M-H]~ (m/z 588).
Koristena je sudarna celija TWIMS, a QTOF kao analizator masa. Kompozicijski izomeri
(epimeri) 1 — 2 te 4 — 5 nisu odijeljeni IMS-MS spregnutim sustavom jer se razlikuju samo u
orijentaciji hidroksilnih skupina na ¢etvrtom ugljikovom atomu (glukopiranoza i
galaktopiranoza su dijastereoizomeri). Regioizomeri 1 — 4, 2 — 5 te 3 — 6 mogu biti odvojeni
na temelju CSS (tq) vrijednosti te je opazeno da trisaharidi koji posjeduju 1,4- glikozidne veze
(4, 51 6) zadobivaju kompaktnije strukture u odnosu na one s 1,3- glikozidnim vezama (1, 2 i

3). Usporedbom spektara ionske pokretljivosti konfiguracijskih izomera (o i B anomeri
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galaktopiranoze) 2 — 3 i1 5 — 6 utvrdeno je da trisaharidi koji sadrze a-galaktopiranozu (3 i 6)

zadobivaju kompaktniju strukturu u odnosu na one s -galaktopiranozom (2 i 5).
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Slika 13. — Strukture i TWIMS spektri ionske pokretljivosti sintetiziranih trisaharida.*®

7.0

Na primjeru smjese anomera 2 i 3 pokazano je da se izomerne necistoCe mogu odrediti

kvantitativno (Slika 14.). Udio anomera 3 je postupno smanjivan te se u dvodimenzijskom

IMS-MS spektru uocava signal ¢ak 1 pri udjelu od svega 0,1 %. Utvrdena je i linearnost

odnosa relativnog intenziteta i koncentracije anomera 3. Prema prikazanim podatcima moze

se zakljuciti kako su IMS-MS spregnuti sustavi pogodni za strukturnu analizu kao i za

kontrolu kvalitete prilikom sinteze ugljikohidrata.'®
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Slika 14. — Relativna kvantifikacija anomera 2 i 3 u smjesi.'?

Iako je pokazano kako instrumentalne platforme s asimetricnim elektricnim poljem
(FAIMS) postizu bolje rezultate prilikom odjeljivanja izomera, McLean i suradnici su
istrazivali koriStenje spregnutih sustava IMS-MS sa sudarnim ¢elijama DTIMS kako bi se
kvantitativno usporedilo odjeljivanje 11 izomera empirijskim odredivanjem njihovih sudarnih
presjeka. Odabran je klasi¢an mali molekulski sustav leucina i izoleucina (131 Da). lonizacija
je provedena elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada, a kao analizator masa se koristio

QTOF. Spektri ionske pokretljivosti ovih izomera (Slika 15.) snimljeni su individualno, a
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zatim su preklopljeni (spektri crne boje pokazuju njihov izgled u slucaju smjese
odgovarajucih analita). Strukturni izomeri N,N-dimetilglicin etil ester (1), L-tert-leucin (3) i
L-norleucin (11) mogu biti odijeljeni skoro u potpunosti (do bazne linije). Mo¢ razlu¢ivanja
koristenog instrumenta nije dovoljno velika za odjeljivanje strukturnih izomera L-leucina (9) i
analita. Vrijednosti sudarnih presjeka dijastereoizomera L-alo-izoleucina (5) i L-izoleucina
(7) su nedovoljno razli¢ite za odjeljivanje ovih izomera u smjesi, dok se kod enantiomera L-
izoleucina (7) i D-izoleucina (8) pikovi skoro u potpunosti poklapaju s razlikom sudarnih
presjeka od samo 0,2 A? Razvijen je matematicki model koji povezuje razlike izmedu
vrijednosti sudarnih presjeka izomera s moci razlu€ivanja instrumenta kako bi se predvidjela
mo¢ razlucivanja potrebna za odjeljivanje ukupno 55 izomernih parova leucin/izoleucin. Tim
modelom je utvrdeno da je koriStenim instrumentom (mo¢ razlucivanja — 60) moguce odvojiti
tre¢inu pikova proucavanih izomernih parova s razdvajanjem na polovici visine pika Sto se
slaze s eksperimentalnim podatcima. Ovaj model predvida da je potrebna mo¢ razlu¢ivanja od
2 000 za odjeljivanje sterecizomera s tim da enantiomeri poput L- i D-izoleucina mozda
uopce nece biti odjeljivi upotrebom sudarnih ¢elija s uniformnim elektri¢nim poljem kao Sto

su sudarne ¢elije DTIMS.*
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Slika 15. — Strukture proucavanih leucin/izoleucin izomernih oblika, iznosi eksperimentalno
odredenih vrijednosti sudarnih presjeka i njihovi preklopljeni DTIMS spektri ionskih

pokretljivosti.l*

McLean i suradnici su u svom istraZzivanju demonstrirali upotrebu IMS-MS (DTIMS)
spregnutih sustava u odjeljivanju dijastereoizomera dezmopresina i vazopresina na temelju
makromolekulskih strukturnih razlika. lonizacija je provedena elektrorasprsenjem u
pozitivnom nacinu rada, a kao analizator masa koristen je QTOF. Snimljeni su pojedina¢ni
spektri svih dijastereoizomera kao 1 spektri smjesa (1:1) odgovaraju¢ih parova
dijastereoizomera. Radi se o nonapeptidima kod kojih je Sest aminokiselina povezano u
prstenastu strukturu preko cistein-cistein disulfidnih mostova, a tri aminokiseline ¢ine
ogranak, tzv. rep (Slika 16.). Dezmopresin (sintetski derivat) se od vazopresina (prirodni
nonapeptidni hormon) razlikuje po nedostatku amino skupine na cisteinu (na poziciji 1) te D-
stereokemiji arginina na poziciji 8 (arginin vazopresina posjeduje L-stereokemiju). U sluc¢aju

oba nonapeptida moguce je postojanje izomernih oblika ovisno o stereokemiji tog arginina
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(D- ili L-) Sto rezultira postojanjem ukupno ¢etiri nonapeptida (8L-VP, 8D-VP, 8L-DP i 8D-
DP).

PRSTEM

—

B-Arg
Hi
~$—NH,
H

R
N
H

REP

R

ARAB

Slika 16. — Strukture vazopresina i dezmopresina.®®

U slucaju dezmopresina utvrdena je razlika izmedu sudarnih presjeka dvaju izomernih oblika
(Slika 17.) te je pretpostavljeno da 8L-DP (308 A?) zadobiva kompaktniju konformaciju pri
¢emu se repni dio nonapeptida smata unutar prstenastog dijela. Izomerni oblik 8D-DP

zadobiva izduZeniju konformaciju (314 A?).

100

80 -
BL-DP

W

8D-DP

E.u-

relativni intenzitet

290 300 30 320 330
Q/Az

Slika 17. — DTIMS spektri ionske pokretljivosti izomernih oblika dezmopresina.t®

Zanimljivo je da izomerni oblik vazopresina 8L-VP zadobiva i kompaktnu (303 A?) i
izduZenu konformaciju (310 A?). Sudarni presjek 8D-VP se slaze sa sudarnim presjekom
izduZene konformacije 8L-VP (310 A?) sto ukazuje na sli¢nost u strukturi. Na postojanje obje
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konformacije 8L-VP ukazuju i teorijski izracunate vrijednosti sudarnih presjeka kao $to i
teorijski izraCunate vrijednosti sudarnih presjeka 8D-VP ukazuju na postojanje jedne
konformacije (Slika 18.).%°
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Slika 18. — DTIMS spektri ionske pokretljivosti izomernih oblika vazopresina te raspodjela
broja teorijski dobivenih konformacija po teorijski izracunatim vrijednostima sudarnih

presjeka.t®
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§3. ZAKLJUCAK

Spektrometrija ionske pokretljivosti je tehnika odjeljivanja iona u plinskoj fazi pod utjecajem
najéeScée slabog elektri¢nog polja. Pokretljivost iona ovisi o njihovoj veli¢ini, obliku i naboju,
stoga IMS daje uvid u njihovu strukturu. Spregom ove tehnike sa spektrometrijom masa
uvelike se povecava analiticka mo¢ koja nadilazi moguénosti ovih tehnika u samostalnim
oblicima pa je karakterizaciju analita moguce provesti u viSedimenzijskom obliku.
Kombiniranjem podataka 0 masi analita s podatcima o njegovoj pokretljivosti moguce je
analit osim po masi okarakterizirati i po njegovoj veli¢ini. Budu¢i da se odjeljivanja
spektrometrijom ionske pokretljivosti provode unutar nekoliko milisekundi ovu tehniku je
moguce inkorporirati u ve¢ postoje¢e LC/GC-MS sustave i protokole. Spektrometrijom masa
je ponekad izuzetno komplicirano detektirati ion od interesa u kompleksnom uzorku zbog
pozadinskog Suma koji potjeCe od matrice uzorka. U ovakvom se slu¢aju IMS moZe
upotrijebiti kao filtar signala koji reducira kompleksnost spektra, a pove¢ava omjer signala i
Suma za ion (analit) od interesa. Ponekad se spektrometrijom masa uz dodatne
fragmentacijske metode i kromatografske tehnike ne mogu identificirati izomerni oblici
spojeva poput aminokiselina, lipida ili ugljikohidrata. Spektrometrija ionske pokretljivosti
pruza komplementarnu separaciju izomernih oblika na temelju njihovih razlika u
pokretljivostima Sto je jedna od glavnih tema ovog rada. Spregnuti sustavi IMS-MS su svoju
upotrebu pronasli i u ciljanim i neciljanim analizama u sklopu proteomike, lipidomike,
glikomike 1 metabolomike, pri ¢emu se informacije poput sudarnih presjeka 1 reduciranih
ionskih pokretljivosti mogu iskoristiti kao dodatni analiti¢ki identifikatori. U buducnosti je
nuzno oformiti pouzdane baze podataka s vrijednostima sudarnih presjeka, ali i provesti
standardizaciju postupaka i protokola kako bi se ishodile vrijednosti sudarnih presjeka visoke

reproducibilnosti.
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