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1. Úvod 


Hmotnostní spektrometrie zřejmě dostala do vínku 
 velké ambice, což není vůbec překvapivé, uvážíme-li, že 
 u její kolébky stáli J. J. Thomson a F. W. Aston. Nejenže 
 se díky svému překotnému poválečnému vývoji vypraco-
 vala z „techniky na hledání isotopů“ v jednu ze základních 
 metod chemické i biologické analýzy, navíc se ukazuje, že 
 hmotnostní spektrometr je nejen analytickým přístrojem, 
 ale zároveň i fyzikálněchemickou laboratoří pro studium 
 chemie v plynné fázi či chemie povrchů. 


Hmotnostní spektrometrie se rozpíná od povrchové 
 analýzy přes organickou strukturní analýzu a anorganickou 
 analýzu prvkovou až po sekvenování biopolymerů či po 
 miniaturní analyzátory na vesmírných sondách1. Je ale 
 nutno zdůraznit, že jednotlivé hmotnostněspektrometrické 
 metody se od sebe často liší ve stejné míře jako jednotlivé 
 spektroskopie. Od odborníka na fotoelektronovou spektro-


skopii neočekáváme zároveň praktické laboratorní doved-
 nosti třeba v chromatografii a stejně tak někdo, kdo kupří-
 kladu disponuje expertizou na analýzu povrchů pomocí 
 techniky SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) včetně 
 postupů zacházení se vzorky a vyhodnocování dat, obvyk-
 le nebude vybaven zkušenostmi a znalostmi pro hmotnost-
 ní spektrometrii proteinů nebo pro anorganickou analýzu 
 pomocí  ICP-MS  (Inductively  Coupled  Plasma  Mass 
 Spectrometry). O tom svědčí také i to, že se o různých 
 hmotnostních spektrometriích dnes diskutuje na odděle-
 ných konferencích a často se stává, že jednotlivé hmot-
 nostněspektrometrické techniky mají blíže k jiným techni-
 kám, které řeší stejné problémy, než k ostatním hmotnost-
 ním spektrometriím: SIMS komunita již tradičně „mluví“ 


spíše s komunitou ostatních povrchových technik, ICP-MS 
 má blíže k optickému ICP a k atomové absorpční spektro-
 metrii než k molekulové hmotnostní spektrometrii a po-
 dobně výsledky dosažené biologickou hmotnostní spektro-
 metrií jsou většinou poměřovány možnostmi jiných metod 
 pro  řešení  biologických  a  biomedicínských  problémů. 


Proto je správnější nevidět hmotnostní spektrometrii jako 
 jednu velmi rozšířenou metodu, ale jako soubor metod 
 různých, jejichž společným jmenovatelem je měření vlast-
 ností iontů v plynné fázi, podobně jako je všem spektro-
 skopiím společné studium interakce hmoty s elektromag-
 netickým zářením.  


Jak je všeobecně známo, elementární instrumentace 
 pro hmotnostní spektrometrii byla vypracována předními 
 fyziky: základy vypracovali již výše zmínění Thomson 
 a Aston, Dempster je autorem elektronového ionizačního 
 zdroje, Herzog techniky SIMS, Beckey desorpční ionizace 
 polem.  Důležitým  mezníkem  byl  vývoj  hmotnostních 
 spektrometrů s dvojí fokusací. První taková geometrie byla 
 po svých objevitelích pojmenována jako Mattauchova-
 Herzogova. Modernější uspořádání, které již nepoužívalo 
 disperzního nýbrž skenovacího magnetu, bylo analogicky 
 nazváno Nierovo-Johnsonovo. Paul a Dehmelt vypracovali 
 kvadrupólový hmotnostní filtr a kvadrupólovou iontovou 
 past (v původním znění nikoliv past, ale klec, „der Käfig“, 
 což bylo ve své době přesnější, protože ionty nebylo až do 
 osmdesátých  let  možno  do  zařízení  chytit  z  vnějšku 
 a uvnitř je bylo možné držet pouze tehdy, pokud tam také 
 vznikly). To jsou vesměs slavná jména, nezřídka ověnčená 
 Nobelovými cenami. Vakuová technika (pumpy, měřící 
 zařízení atd.), která je pro hmotnostní spektrometrii na-
 prosto esenciální, se pochopitelně vyvíjela paralelně z celé 
 řady jiných vědeckých i technologických důvodů (velkým 
 hybným momentem zde bylo i třicet let závodu mezi kos-
 monautikou  a  astronautikou  v  letech  1961  až  1991). 


V padesátých letech došlo k přesunu hmotnostní spektro-
 metrie od fyziků směrem k chemikům, kteří ji přeměnili 
 v analytickou metodu známou v dnešní podobě. Je jistě 
 kontroverzní vytvářet jakékoliv pořadí důležitosti, ale vět-



ZAHRADA 



(2)šina dnešních hmotnostních spektrometristů by se pravdě-
 podobně shodla na tom, že v době, kdy metodu ovládali 
 chemici, lze v jejím vývoji vypozorovat pět důležitých 
 mezníků, kterými jsou: 1) vypracování standardní interpre-
 tační procedury a pravidel pro fragmentace organických 
 látek, 2) vznik hmotnostní spektrometrie s vysokým rozli-
 šením, 3) vývoj efektivního spojení mezi hmotnostní spek-
 trometrií a separačními metodami (GC-MS, LC-MS a nej-
 nověji také CE-MS), 4) rozvoj tandemové hmotnostní 
 spektrometrie a 5) zavedení takzvaných měkkých ionizač-
 ních technik (MALDI a ESI), které značně zjednodušily 
 analýzu polárních látek a především umožnily ionizaci 
 velkých biomolekul. Tímto posledním mezníkem ale došlo 
 k druhému přesunu hmotnostní spektrometrie, tentokráte 
 do rukou biologů, což mělo za následek neobyčejný rozvoj 
 hmotnostní spektrometrie a příliv finančních prostředků. 


Na následujících řádcích budou nastíněny některé z těch 
 fundamentálních  oblastí  hmotnostní  spektrometrie,  ve 
 kterých probíhá zajímavý vývoj, a které se tak možná sta-
 nou budoucími mezníky, stejně jako se jimi stalo pět ob-
 lastí jmenovaných výše. 


  


2. Ambientní ionizační zdroje a transport iontů 
 Z fyzikálněchemického hlediska lze všechny ionizač-
 ní techniky používané v molekulární hmotnostní spektro-
 metrii klasifikovat do čtyř kategorií na: elektronové (přímá 
 elektronová  ionizace  nebo  fotoionizace),  sprejové 
 (využívající sprejového efektu), chemické (založené na 
 reakci nebo interakci s jinou chemickou látkou) a desorpč-
 ní (ionizace z povrchu). Od objevu desorpčního elektro-
 spreje (DESI)2,3 v roce 2004 se vyvíjí podskupina desorpč-
 ně-ionizačních metod nazývaná ambientní ionizace nebo 
 ambientní hmotnostní spektrometrie47. Název ambientní 
 je odvozen od skutečnosti, že v těchto metodách je analyt 
 přítomen na vhodném povrchu vně hmotnostního spektro-
 metru, je vložen před takzvaný přímý vstup (moderní 
 hmotnostní spektrometry jsou přímým vstupem, takzva-
 ným API – Atmospheric Pressure Inlet, vybaveny kvůli 
 slučitelnosti s elektrosprejovou ionizací) a na povrch je 
 zamířen ionizační impulz, např. laserový paprsek, proud 
 metastabilních iontů nebo sprejovaných kapiček rozpouš-
 tědla. To má za následek desorpci analytu, jeho ionizaci 
 a nakonec zavedení přímým vstupem do hmotnostního 
 spektrometru. Výhodou takové analýzy je absence přípra-
 vy vzorku a velká rychlost analýzy. Nevýhodou je přede-
 vším složitost spekter (hmotnostní spektrometr s vysokým 
 rozlišením je pro ambientní ionizaci značnou výhodou) 
 a skutečnost, že některé analyty (např. větší bílkoviny) se 
 ambientními technikami prakticky neionizují. 


Kromě ambientních technik dochází také k dalšímu 
 rozvoji nanospreje a různých typů multisprejů a sprejů 
 čipových812. 


Zajímavým novým prvkem v oblasti instrumentace je 
 vylepšování účinnosti přenosu iontů přes vstupní vakuový 
 region. Hlavní firmy na trhu ve svých hmotnostních spekt-
 rometrech nyní používají takzvané nálevkové čočky (ion 


funnel lenses), resp. jejich funkční obdoby (S-lenses). Tato 
 elektrodynamická zařízení jsou schopna velmi efektivního 
 přenosu a fokusace iontů v oblastech relativně vysokých 
 tlaků, které jsou v hmotnostním spektrometru hned za API 
 vstupem, a zvyšují tak celkovou výtěžnost počtu iontů 
 předaných iontové optice v dalším tlakovém regionu817. 
 Přesné údaje o výtěžcích a o iontových proudech firmy 
 bohužel nezveřejňují, ale některé publikované akademické 
 práce hovoří až o nanoampérech a efektivitě v řádu pro-
 cent18,19. Je zjevné, že další vylepšování efektivity v této 
 oblasti je více než žádoucí a každé podstatné zvýšení účin-
 nosti přenosu analytu do hmotnostního analyzátoru má 
 dramatické dopady na zlepšování limitu detekce, což má 
 významný přínos např. v analýze biologických vzorků. 


  


3.  Hmotnostní analyzátory s vysokým  
 rozlišením 


Hmotnostní analyzátory se obecně dají dělit na průle-
 tové nebo na iontové pasti. Hmotnostní spektrometrie je 
 oproti jiným instrumentálním metodám unikátní tím, že 
 k analýze je možné využít různé fyzikální principy. Určení 
 poměru hmotnost/náboj (m/z) může být dosaženo měřením 
 stabilní dráhy v lineárních kvadrupólech a kvadrupólových 
 iontových  pastech  (Paul  trap),  orbitalové  frekvence 
 v iontové cyklotronové rezonanci (Penning trap), orbitrapu 
 (Kingdon trap) a i v kvadrupólové iontové pasti (Paul 
 trap), doby průletu (čili rychlosti) v time-of-flight (TOF) 
 spektrometrech, hybnosti v magnetických sektorech a teo-
 reticky i kinetické energie v elektrostatických sektorech (je 
 třeba uvést, že elektrický sektor neslouží k separaci podle 
 hmotnosti, ale podle kinetické energie, a nemůže tedy být 
 použit k hmotnostnímu rozdělení monoenergetických ion-
 tů, a tedy neslouží jako hmotnostní analyzátor; v historii 
 hmotnostní spektrometrie byl však důležitý experiment, při 
 kterém byl ion vybrán v magnetickém sektoru, fragmento-
 ván a produktové ionty separovány v elektrickém sektoru 
 podle kinetické energie – tzv. metoda Mass-Analyzed Ion 
 Kinetic Energy Spectra). Orbitrap20 je posledním přírůst-
 kem do rodiny hmotnostních analyzátorů a jeho zavedení 
 kolem roku 2005 vyvolalo menší revoluci, protože se tak 
 hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením stala do-
 stupnou běžným analytickým a biologickým laboratořím. 


FT-Orbitrap byl prvním skutečně novým komerčně zave-
deným hmotnostním analyzátorem po zhruba dvaceti le-
tech (od zavedení iontové pasti v osmdesátých letech) a na 
rozdíl od Paulovy a Penningovy pasti nevyžaduje ani ra-
diofrekvenční, ani magnetické pole, nýbrž využívá pouze 
elektrostatické potenciály k udržení iontů obíhajících cent-
rální elektrodu. Detekce iontů se děje měřením indukova-
ných proudů vzniklých v důsledku obíhajícího náboje 
a změřené oscilace jsou Fourierovou transformací převe-
deny z časové domény do frekvenční. Přesně změřené 
frekvence pak slouží k určení poměrů m/z iontů v cele, 
podobně jako u spektrometrů FT-ICR. Pořizovací náklady 
orbitrapových hmotnostních spektrometrů i náklady na 
jejich provoz jsou výrazně nižší než v případě FT-ICR 



(3)(FT-Orbitrap nevyžaduje nákladný supravodivý magnet, 
 navíc vyžadující průběžné plnění zkapalněnými plyny). 


FT-Orbitrap však zatím rozhodně nedosahuje výkonu FT-
 ICR. V porovnání se 7teslovým FT-ICR dosahuje FT-
 Orbitrap  stejného  rozlišení  až  někde  kolem  m/z 900 
 a v porovnání se 14teslovým dokonce až kolem m/z 2000 
 (byla použita stejná doba sběru dat, 1 s, a stejný způsob 
 dalšího zpracování)21. FT-ICR dosahuje lepších výsledků 
 rovněž v dalším důležitém parametru, jímž je přesnost 
 určení poměru hmotnost/náboj. Je tedy především na kaž-
 dém uživateli, aby před pořízením hmotnostního spektro-
 metru s vysokým rozlišením dokázal specifikovat, jaké 
 požadavky na výkon bude muset splňovat, a tento text 
 nechce ani v nejmenším dávat žádná obecná doporučení. 


Zavedení FT-Orbitrapu se ale postaralo o tolik potřebný 
 konkurenční tlak na FT-ICR, takže i když se vývojem ICR 
 cel zabývá jen velmi málo firem, světlo světa spatřil nový 
 FT-ICR spektrometr, který využívá novou iontovou optiku 
 a integruje fragmentaci pomocí techniky ETD (viz níže). 


Navíc se poprvé po mnoha letech na konferencích hovoří 
 o konstrukčně nových ICR celách s mnohem složitější 
 konstrukcí Penningových cel, které by korigovaly frek-
 venční rozdíly iontů o stejném m/z a tím dosahovaly přes-
 nějšího určení hmotnosti a lepšího rozlišení. Na oba hmot-
 nostní FT analyzátory se navíc začínají dotahovat nové 
 hmotnostní spektrometry typu TOF, které jsou rychlejší 
 než FT-ICR a FT-Orbitrap a které se v nedávné době vý-
 razně zlepšily (např. nový „ultra high resolution“ TOF 
 hmotnostní spektrometr je prvním hmotnostním spektro-
 metrem, který umožňuje spojení velmi rychlých separač-
 ních technik s detekcí s vysokým hmotnostním rozliše-
 ním22). Hmotnostní spektrometrie s vysokým rozlišením je 
 často nezbytně nutná např. v biomedicíně (proteomika, 
 lipidomika, metabolomika) nebo při analýze ropných pro-
 duktů (petroleomika), což jsou vesměs oblasti výzkumu, 
 které rozhodně netrpí nedostatkem financí. Proto bude 
 určitě zajímavé sledovat, kam se vzájemné souboje nej-
 dražších hmotnostních spektrometrů posunou v příštích 
 několika letech. 


  


4.  Hmotnostněspektrometrické zobrazování 
 biologických povrchů 


MSI čili Mass Spectrometry Imaging2327 (existuje 
 i výraz Imaging Mass Spectrometry navržený organizací 
 IUPAC, při používání zkratky IMS však dochází k záměně 
 s Ion Mobility Spectrometry) je technika založená na sní-
 mání hmotnostního spektra z každého bodu zobrazované-
 ho povrchu. V principu lze pro MSI využít kteroukoliv 
 desorpčně-ionizační metodu, ale v praxi se ukazuje, že ne 
 každá poskytuje dostatečnou citlivost a povrchové rozliše-
 ní. Pro hmotnostněspektrometrické zobrazování jsou ko-
 merčně dostupné tři techniky: SIMS (povrchové rozlišení 
 100 nm–1 m), LDI/MALDI (povrchové rozlišení 5 až 
 50 m) a DESI (povrchové rozlišení 40–500 m). Nejstar-
 ší technikou používanou pro MSI byl SIMS (první experi-
 menty proběhly již v šedesátých letech minulého století28), 


ale skutečný zájem vzbudily až zobrazovací experimenty 
 využívající techniku MALDI pro analýzu biologických 
 povrchů. První experimenty prováděné se zobrazováním 
 bílkovin v tkáních byly přijaty s nadšením29, protože se 
 předpokládalo, že pomocí zobrazování technikou MALDI 
 bude  možné  hledat  proteinové  markery  patologických 
 stavů  příslušných tkání. Ukázalo se však, že problémem 
 praktického využití MALDI pro zobrazování proteinů je 
 jednak často nedostatečný limit detekce a koncentrační 
 dynamický rozsah, jednak do určité míry i hmotnostní 
 diskriminace průletových analyzátorů. Proteiny důležité 
 pro biologické pochody jsou často v buňkách exprimovány 
 ve velmi malém množství, což v kombinaci s relativně 
 nízkou ionizační účinností MALDI způsobuje, že využitel-
 nost zobrazování proteinů je při řešení biomedicínských 
 otázek velmi omezená23, byť si jiní autoři souhrnných 
 článků zachovávají optimismus30. V současné době se 
 rozvíjí MSI zobrazování lipidů všech možných vzorků31,32, 
 velice úspěšné jsou práce na neuropeptidech33,34 a metabo-
 litech léčiv35, takže farmaceutické firmy rutinně provádějí 
 vyšetřování cílového orgánu metabolitů kandidátních léčiv 
 na zvířecích modelech pomocí MSI. Pro další vývoj hmot-
 nostněspektrometrického  zobrazování  bude  podstatné 
 zlepšení povrchového rozlišení tak, aby se více přiblížilo 
 standardním mikroskopiím, a dále zlepšení ionizační účin-
 nosti desorpčních technik. 


  


5. Miniaturizace a automatizace 


Miniaturní hmotnostní spektrometry36 jsou přirozenou 
 odpovědí na obecné volání po miniaturizaci analytických 
 přístrojů. Na rozdíl od jiných přístrojů je zde situace znač-
 ně ztížena, mimo jiné i nutností udržovat uvnitř spektro-
 metru dobře definované nízkotlaké prostředí. Koncepčně 
 se pro miniaturizaci používají nejen kvadrupóly a iontové 
 pasti, ale i time-of-flight a sektorové spektrometry, které 
 ovšem vyžadují právě vyšší vakuum. Zatímco spojení mi-
 niaturního spektrometru s GC nebo jeho umístění na kos-
 mické sondy  je poměrně staršího data (Sputnik-3 byl 
 v roce 1958 vybaven prvním hmotnostním spektrometrem, 
 který opustil Zemi), vývoj hmotnostních spektrometrů pro 
 analýzu pod vodou3739 nebo miniaturních hmotnostních 
 spektrometrů s přímým vstupem z atmosféry40 je spíše 
 otázkou 21. století. Zajímavými vývojovými koncepty jsou 
 levné miniaturní spektrometry založené na nepatentova-
 ných iontových pastech (cylindrické iontové pasti, CIT, 
 a rektilineární iontové pasti, RIT41) a dále ještě řádově 
 menší „mikrospektrometry“, jejichž výroba je založena na 
 zcela jiných výrobních postupech a jejichž iontová optika 
 je integrována do čipů nebo jiných monolitů4246. 


V oblasti automatizace stojí za povšimnutí právě pro-
 bíhající zrod jednoúčelových hmotnostních spektrometrů 
 MALDI-TOF pro identifikaci bakteriálních kmenů4750. Ta 
 se děje pomocí měření MALDI hmotnostních spekter ribo-
 zomálních molekul. Tato spektra představují „otisk prstu“ 


každého druhu bakterie, a je tedy možné je porovnat 
s databází a identifikovat tak příslušný bakteriální kmen 



(4)(většinou se ale nepodaří získat informaci o rezistenci vůči 
 antibiotikům, a tak nejsou všechny klasické mikrobiologic-
 ké techniky ještě odsouzeny k zániku). Lze předpokládat, 
 že pro klinická mikrobiologická pracoviště bude uživatel-
 sky mnohem výhodnější, a v konečném důsledku i levněj-
 ší, vybavit se maximálně automatizovanými spektrometry, 
 které by co nejvíce splňovaly podmínku „černé skříňky“, 
 do které obsluha nezasahuje. Tyto jednoúčelové přístroje 
 nyní patří k nejvíce prodávaným hmotnostním spektromet-
 rům. 


  


6. Nové fragmentační techniky 


Předchůdcem dnešních elektronových fragmentačních 
 technik byla technika electron capture-induced dissociati-
 on (ECID)51, která se však nikdy nestala široce používa-
 nou, protože byla popsána ještě  před příchodem elektro-
 sprejové ionizace a moderní proteomiky. Hitem posledních 
 let se naopak staly techniky ECD (electron capture dissoci-
 ation)52 a o několik let později ETD (electron transfer dis-
 sociation)53. V obou technikách je fragmentace induková-
 na přenosem elektronu o nízké energii. V případě ECD se 
 jedná přímo o srážku s volným elektronem, v případě ETD 
 o srážku s aromatickým aniontem (odvozeným např. od 
 antracenu nebo azobenzenu). Je třeba zdůraznit, že uvede-
 né techniky nelze zaměňovat s „klasickou“ fragmentací 
 pomocí  elektronové  ionizace  (dříve  nazývané  electron 
 impact ionization). Ta využívá významně hypertermálních 
 elektronů (obvykle 70 eV) a k fragmentaci dojde po rychlé 
 ionizaci ještě v iontovém zdroji (s výjimkou tzv. metasta-
 bilních iontů) v důsledku vysoké energie, která se rozpro-
 stře po celém iontu. V ECD a ETD dochází ke zcela jiné-
 mu mechanismu fragmentace, který dosud nebyl plně vy-
 řešen a o němž se vedou poměrně vášnivé spory54,55. 
 Z hlediska analytické chemie je ale podstatné především 
 to, že fragmentace vede k jiným výsledným produktům 
 než při standardně používané kolizní fragmentaci. ECD 
 a ETD navíc fragmentují hlavní řetězec peptidu a ponechá-
 vají labilně vázané skupiny (např. fosfát), které byly na 
 protein navázány v důsledku post-translačních modifikací. 


Informace o jejich přítomnosti a poloze tedy v průběhu 
 fragmentace pomocí ECD/ETD nezaniká.  V některých 
 experimentech bylo ECD použito přímo pro fragmentaci 
 celého proteinu, bez nutnosti předřadit enzymové štěpe-
 ní56,57. 


Jinou zajímavou fragmentační technikou, která sice 
 není koncepčně nová, ale v posledních letech se nově roz-
 víjí, je disociace pomocí UV-laserů (obvykle 157 nm) 
 v radiofrekvenčních iontových pastech58,59. Ta často vede 
 k disociačnímu chování, které je prakticky využitelné pro 
 identifikaci. 


  


7. Strukturní biologie 


Strukturní biologie je oblastí biochemie a molekulární 
 biologie zabývající se určováním vyšší struktury biologic-


kých makromolekul (především bílkovin) s tím, jak tato 
 struktura vzniká a jak její změny ovlivňují funkci mak-
 romolekul. Hmotnostní spektrometrie se nyní přihlásila 
 o slovo i v této oblasti, které tradičně dominují jiné techni-
 ky, a pro určování struktury bílkovin vypracovala hned 
 několik metod. Jedna skupina je založena na určení mini-
 málních vzdáleností mezi specifickými aminokyselinami 
 ve struktuře bílkoviny. K určení těchto vzdáleností se vyu-
 žívá reaktivních bifunkčních činidel s definovanou délkou 
 spojujícího raménka (cross-linking)60,61. Jiná je založena 
 na sledování výměny amidických vodíků za deuteria (H/D 
 exchange)62,63, ze které lze usuzovat na přístupnost dané 
 oblasti makromolekuly (na podobném principu fungují 
 techniky, které se snaží přístupnější úseky reaktivně modi-
 fikovat chemicky, např. pomocí oxidace). Kromě toho je 
 možné usuzovat na strukturu např. i z nábojových stavů 
 elektrosprejovaných bílkovin (více nabité jsou otevřenější, 
 méně nabité jsou sbalenější) nebo z disociačního chování. 


Podobně se rozvíjejí i techniky na určení poloh disulfido-
 vých můstků (sekundární struktura)64.  


  


8. Interakce iontů s povrchy


V metodě SIMS, která je založena na ionizaci pomocí 
 dopadu primárních iontů, se rozvíjí používání technik vyu-
 žívajících iontových zdrojů, jež místo tradičních projektilů 
 (např. Cs+) používají větší projektily, např. nabité klastry 
 atomů zlata nebo C60+ (cit.65,66). Při použití těchto primár-
 ních iontů je ionizace měkčí a dochází k menší míře frag-
 mentace, takže se tato metoda SIMS z hlediska vyhodno-
 cování spekter a z hlediska použití přiblížila k dnes použí-
 vaným měkkým ionizačním zdrojům.  Klastrové zdroje 
 jsou využívány i pro hmotnostněspektrometrické zobrazo-
 vání biologických vzorků, např. tkáňových řezů67,68. 


I nadále pokračuje vývoj techniky Surface Induced 
 Dissociation (SID)69, která využívá nárazu o povrch jako 
 fragmentační události pro tandemovou hmotnostní spekt-
 rometrii. Ke komercionalizaci SID sice ještě stále nedošlo, 
 ale některé nové práce ukazují, že technika může být vý-
 hodná pro fragmentaci velkých proteinových komplexů70. 


Kromě povrchové ionizace a SID fragmentace vstu-
 pují povrchy do hmotnostní spektrometrie ještě v tzv. me-
 todě  měkkého přistávání iontů (soft-landing)71, která je 
 založena buď na nedestruktivní depozici iontů, nebo na 
 depozici spojené s kontrolovanou reaktivitou mezi ionty 
 a povrchem (reactive landing). Tímto způsobem je možné 
 izolovat z plynné fáze originální chemické species a zkou-
 mat např. jejich katalytickou aktivitu72,73 nebo dosáhnout 
 chemických modifikací povrchů, které by jinak byly obtíž-
 né či nemožné74,75.  


  


9. Spektrometrie iontové pohyblivosti 


Ion Mobility Spectrometry, IMS, je hmotnostněspekt-
rometrická technika, která ionty v plynné fázi dělí nikoliv 
podle hmotnosti a náboje, ale podle rychlosti průchodu 



(5)určitým regionem, který je naplněn kolizním plynem76. 
 V určitém ohledu je tedy IMS obdobou kapilárních sepa-
 račních technik (někdy se jí říká „iontová chromatografie“) 
 a ionty se během průchodu seřadí podle svých mobilit. Ty 
 jsou závislé na účinném kolizním průřezu (cross-section), 
 jenž je dán především velikostí, tvarem a nábojovým sta-
 vem. Metoda je známá od padesátých let a jednoúčelové 
 detektory výbušnin založené na IMS se rutinně používají 
 např. na letištích. Existují čtyři typy experimentálního 
 provedení IMS, z nichž dva jsou dnes již komerčně do-
 stupné (viz níže). Zájem biologů o IMS je dán tím, že me-
 todou je možné relativně rychle získat experimentální pa-
 rametr (kolizní průřez), který je pak možné použít pro 
 ověření výsledků získaných výpočtovými metodami. IMS 
 také umožňuje odlišení bílkovinných variant, které mají 
 stejnou hmotnost, ale různou konformaci, a může tak např. 


porovnat, zda mají dva vzorky bílkovin stejné sbalení77. 
 Stejně tak je možné použít IMS např. k oddělení jednou 
 nabitých iontů od více nabitých peptidů (což vede ke sní-
 žení šumu) nebo k odstranění izobarických interferencí 
 před měřením tandemových spekter. Nevýhodou jsou ztrá-
 ty iontů, které pochopitelně vedou ke zhoršení limitu de-
 tekce, byť ztráta signálu analytu může být vhodně kom-
 penzována nižším šumem. Komerčně je dostupný hybridní 
 systém, ve kterém je kombinován kvadrupólový filtr, IMS 
 cela pro měření iontové pohyblivosti (s tzv. traveling wa-
 ve; traveling-wave ion mobility spectrometry78) a finální 
 TOF hmotnostní analyzátor. Dále je nabízeno zařízení 
 FAIMS (high-Field Asymmetric waveform Ion Mobility, 
 někdy zvané differential-mobility spectrometry), které lze 
 předřadit před některé hmotnostní spektrometry. Ani jeden 
 z komerčních systémů ale neumožňuje jednoduché měření 
 absolutních účinných průřezů bílkovin (nutnost využívat 
 relativních porovnání), a proto se řada vedoucích osob 
 v oboru zatím spoléhá na IMS systémy vlastní konstrukce. 


Je však pravděpodobné, že se nabídka firem bude dále 
 rozrůstat, a tak se snad dočkáme širšího využití iontové 
 mobility a v některých aplikačních oblastech třeba i tolik 
 diskutovaného nahrazení konvenčních separačních tech-
 nik. 


  
 10. Závěr 


Jak již bylo v Chemických listech konstatováno26, 
 hmotnostní spektrometrie se již dávno neprofiluje jako 
 čistě analytická technika a její aplikace zasahují do řady 
 různých i nepříbuzných oborů. Někdy přináší aplikace 
 důležité pro praxi (příkladem budiž diagnostika vrozených 
 metabolických  poruch  pomocí  tandemové  hmotnostní 
 spektrometrie79), jindy servíruje spíše teoretické lahůdky, 
 jako je např. metoda na zjištění absolutních hodnot elek-
 trochemických potenciálů bez nutnosti je vztahovat k refe-
 renční elektrodě80,81. Autor věří, že se alespoň některé tren-
 dy nastíněné v tomto textu stanou v příštích letech vý-
 znamnými  oblastmi  rozvoje  hmotnostní  spektrometrie 
 a přinesou její nové aplikace. 


Podporováno  granty  MŠMT  (LC545),  GAČR 
 (P206/10/P018), institucionálním záměrem AVOZ50200510 
 a Marie Curie IR grantem v rámci 7th European Communi-
 ty Framework Program. Autor děkuje Petru Manovi, Vla-
 dimíru Havlíčkovi a Petru Novákovi za užitečnou diskuzi 
 nad textem.  
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Mass spectrometry (MS) is an indispensable tool in 
modern chemical laboratories. This review summarizes 
some of recent developments in the field. It specifically 
emphasizes  ambient  ionization,  high  resolution  MS, 
MS imaging, miniaturization, fragmentation techniques, 
ion-surface interactions, ion mobility spectrometry and MS 
techniques in structural biology.  
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