Vybrane priklady
interpretace ,,mekkych”
MS a MS/MS spekter




Kroky pri identifikaci iontu (molekul) pomoci MS

« Dulezité je mit kvalitni hmotnostni spektra — dostateéné zprimérovana, spravné odectené
pozadi, znalost historie vzorku (jak byl odebran, pfipraven, s ¢im pfiSel do styku) atd.

1/ UrCeni molekulové hmotnosti, pokud mozno vysvétlit vSechny pfitomné ionty (jejich puvod)

2., Urceni velikosti naboje (hlavné v pripadé iontovych sloucenin, biopolymeru).

3. UrcCeni elementarniho slozeni — spravna hmotnost a pritomnost charakteristickych
izotopickych piku (izotopicka obalka - charakteristické intenzity izotopu) — hlavné pfi vysokém
hmotnostnim rozliSeni HRMS (Cim vétSi Rgyyy tim 1€pe).

4. Strukturni informace — na zakladé riznych MS/MS (&i MS") experimentl (charakteristické
ztraty pro funkéni skupiny, substituenty, ligandy atd.).

5. Vyuziti rznych identifikaénich softwarlt a databazi (knihovny spekter) — €asto jako prvni krok
(po vycisténi spekter, po identifikaci a odstranéni interferujicich iontl)

6. V pripadé kombinace se separacnimi metodami — informace o reten¢nim €ase (LC, GC,
SFC, CZE) — muze pomoci, driftovy Cas (v pfipadé IMS).

- Moznost vyuziti ruznych filtrovacich pfistupu pro zjednoduseni TICC — rekonstruovany
iontovy chromatogram, filtrovani s ohledem na hmotnostni defekt, chromatogram
neutralnich ztrat u LC/MS/MS méreni, atd.
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Urceni molekulové hmotnosti (API-MS)
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#1/ Urcete MW, popiste ionty
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#2/ Urcete MW, popiste ionty

MW=390
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#3/ Urcete MW a dalsi strukturni informace
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#4/ Tvorba aduktu muze vést ke stabilizaci iontu
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#5/ Urcete MW
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Urceni elementarniho slozeni

Defekty atomovych hmotnosti

Izotopické zastoupeni

Nominalni atomova Hmotnostni Pfrirodni zastoupeni izotopu Typ
Prvek hmotnost [Da] schodek prvku
[mDal | %] [ M+1 [%] | M+2 [%]

H 1 7.8 100 0.015 "M"
C 12 0 100 1.1 "M+1"
N 14 3.1 100 0.37 "M+1"
O 16 -5.1 100 0.04 0.2 "M+2"
F 19 -1.6 100 "M*"
Si 28 -23.1 100 5.1 34 "M+2"
P 31 -26.2 100 "M"
S 32 -27.9 100 0.79 4.4 "M+2"
Cl 35 -31.1 100 32 "M+2"
Br 79 -81.7 100 97.3 "M+2"
] 127 -95.5 100 "M*




Urceni elementarniho slozeni

« 2z kolika a z jakych atomu je molekula sloZzena

— porovnani experimentalni a teoreticke izotopické distribuce — charakteristické zastoupeni
M a M+2 izotopu - Cl (3:1), Br (1:1), polyizotopicka obalka nékterych atomu — Ge, Sn, Hg,
Pd, Pt (organokovové slouCeniny) atd.

— pro vysokou spravnost urceni hmoty je nutna spravna kalibrace hmotnostni stupnice - Cim
mensSi chyba, tim je mensi pocet moznych kombinaci atomu pro danou m/z, navrhy
pomoci softwaru, které jsou bézné dostupné (Casto soucasti komerénich softwaru)

- nejlépe analyzator s vysokou rozliSovaci schopnosti (FT-ICR, orbitrap, QqTOF)
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|lzotopicka obalka pro atomy chloru a bromu
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#6/ Urcete MW a vysvetlete izotopy
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#7/ Urcete MW a maximum informaci
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lzotopicka obalka pro vybrané atomy
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R. Jirasko, M. HolCapek, Mass Spectrom. Rev. 30 (2011) 1013



#8/ Interpretace MS organocinicitych sloucenin

» adukty se sodnym a draselnym iontem, pfi vySSi koncentraci vzorku i [2M+Na(K)]*
« Stépeni labilni vazby (Sn-O, Sn-S, Sn-halogen) - vznik dvou protiiontu

* vznik [M+SnBu,]* (obecné [M+SnR,]*)

 fragmentace i v zakladnim skenu

 kombinace mechanismu
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lzotopické obalky pro organokovoveé slouceniny
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R. Jirasko et al., J. Mass Spectrom. 42 (2007) 918



#9/ Urcete o jakou slouceninu se jedna?

Vychozi informace: bila krystalicka latka @ 150.89

Hodnoty m/z ve spektru 2*C] 152.88 3*Cl

odpovidaji nejintenzivnéjsim _

oo A 58 —35=23
pikum izotopické distribuce
jednotlivych iontt AW [(NaClI),+CIJ- LSEe
ESI- 100 - 268.80 156.88
Detail izotopickeé distribuce iontu
4*Cl 210.84 268.80 5*Cl
Amiz 58, 208.85 212.84
Am/z 60
% — Az 58 216.83
Am/z 58 m'e Am/z 58 Am/z 58
210.84] Amiz 58 560.59 794.42
150.89 326.76 Amiz 38 Am/z 58 Am/z 58
Amiz 6o 50263 [
“424.67 m/z 60! 30.46 970.30
92.93 %% V878.50 /
0-
50 200 400 600 800 m/z

U molekul slozenych z atomu, které nemaji M

+1 izotop se nevyskytuji piky M+1, M+3, atd.



#10/ Urcete o jakou slouceninu se jedna?
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#11/ UrcCete o jakou sloucCeninu se jedna
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Pokracovani 11.

Liché hmoty — 0 nebo sudy pocet N
ESI- MS/MS iontu m/z 121 [M-H]-(FT CID 25 NCE)
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Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)




#12/ Popiste ionty (neutralni ztraty). Které ionty slouzi pro
jednoznacne rozliseni studovanych sloucenin?

O
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#13/ Neprecistény produkt syntézy (ESI-QqTOF)
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Pokracovani 13 - na zakladé informaci popiste ionty a
vysvetlete, co se stalo po precisteni M.
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E 0 o .
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#14/ HPLC/MS/MS identifikace necCistoty
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HPLC/MS/MS barviva a necCistoty
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#15/ V jake casti molekuly doslo ke zmeéene?

m/z

atorvastatin el ESI- MS/MS of 557
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: \ 4
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15. V jake casti molekuly doslo k oxidaci?

M=574, C;;H;;N,OxF = atorvastatin + O
(Kde probéhla oxidace? )

e A/ 278 MS/MS of 573
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0.0: e R R s SRR S
100 200 300 400 500 miz
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#16/ Vysvetlete ionty a rozhodnete, zda-li je sloucenina B odvozena

/
od slouceniny A (kokainu) @\/1 a2
Slouéenina A: ESI*, MS/MS iontu [M+H]* ”

FT HCD 45 NCE MS2 304.1543 -&tépent
( ) 1821176 < otePeN! 0
100 - @ A 32 A 122
NH+
o ” CH,OH C,H.COOH
82 O vi-étépem’ A 32
N 1050335 1500913 SR TG S
| | | ' |
50 100 150 200 250 300 M2
Slou&enina B: ESI*, MS/MS iontu [M+H]* Kokaethylen ©
(FT HCD 40 NCE MS2 318.1700) o’%
I-Stépeni
NH+ @ 196.1332 < 0
100 - A 46 A 122 (CzHsCOOH) ke
y 82 9651 ” _Q%!"5O|,'| O/
o | "S epe%g Erelflmyk B—H 272.12814 46
105.0335 150.0913 24 \ T318.1700
0 T | 168.1019 |stepen| C,H: OH ¢
| | | |
50 100 150 200 250 300 M2

Zdroj: mzCloud (https://www.mzcloud.org/)



Importance of MS/MS - more structural information

MS/MS spectrum pro m/z 150.13 MS/MS spectrum of ion at m/z 246.08 ([M+H]*
1004 (IM+H]* methamphetamine) 100 Sulfate of hydroxylated methamphetamine)
119.08531—‘ £g 1661226 g
91.0542 |
oyt
o Eeg T 190 y 135.0804
< J -31
\ 1 |, 215.0373
107.0491 187.006 | 246.0795
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« Identical neutral losses in all cases Am/z ;! MS/MS spectrum of ion at m/z 342.15 ([M+H]*

31 (CH;NH,), Am/z 59 (CH;NHCH,CH,). glucuronide of hydroxylated methamphetamine)
« Characteristic neutral losses for sulfate 135.0804
Am/z 80 and glucuronic acid conjugate =9 166.1226 < =
0 -31 '
%

Am/z 17_6. HO
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