
        
            
                
            
        

    
	Κεφάλαιο 12: Φασματομετρία Μάζας

	 

	Γεώργιος Θεοδωρίδης

	 

	 

	Σύνοψη

	Η φασματομετρία μάζας αποτελεί μία από τις μεγαλύτερες σε οικονομικά μεγέθη και τις πλέον αναπτυσσόμενες αναλυτικές τεχνικές. Σημαντικό μέρος της Βιοαναλυτικής χημείας βασίζεται στη συνεχή τεχνολογική ανάπτυξη της φασματομετρίας μάζας, ενώ από την άλλη πλευρά οι επιστήμες της ζωής και οι ανάγκες της φαρμακευτικής βιομηχανίας αποτελούν κύριο πεδίο εφαρμογής για τη φασματομετρία μάζας. Για το λόγο αυτό, συχνά η τεχνολογική πρόοδος της φασματομετρίας μάζας έρχεται (και) από ερευνητές από τομείς της Βιοαναλυτικής Χημείας. Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζονται τα βασικά στοιχεία της τεχνικής, η βασική οργανολογία και οι κύριες τεχνικές ανάλυσεις (σάρωση, SIM, MS/MS). Επίσης γίνεται αναφορά στις αρχές της Φασματομετρίας μάζας καθώς και στις ανάγκες της Βιοαναλυτικής Χημείας και στον τρόπο που αυτές καλύπτονται από τη φασματομετρία. Περιγράφονται εν συντομία οι αρχές της Ταυτοποίησης ενώσεων με Σύγκριση Φασμάτων (Data Libraries), η Ποσοτική Ανάλυση με Φασματομετρία μαζών και η εφαρμογή της Φασματομετρικής Απεικόνισης Μάζας (MS imaging). 

	 

	Προαπαιτούμενη Γνώση

	Πριν την ανάγνωση του κεφαλαίου, χρήσιμη γνώση για τον αναγνώστη μπορεί να βρεθεί σε συγγράμματα Ενόργανης Ανάλυσης καθώς και στο σύγγραμμα του μαθήματος, Ειδικές Μέθοδοι Διαχωρισμούκαι Χημικής Ανάλυσης.

	 

	12.1. Εισαγωγή στη Φασματομετρία Μάζας

	 

	Φασματομετρία μάζας (Mass Spectrometry, MS) ονομάζεται η αναλυτική τεχνική κατά την οποία τα μόρια (συστατικά) ενός δείγματος μετατρέπονται σε ταχύτατα κινούμενα ιόντα και στη συνέχεια διαχωρίζονται σε σχέση με το λόγο της μάζας προς το φορτίο τους (m/z). Η φασματομετρία μαζών είναι από τις πλέον διαδεδομένες τεχνικές ανάλυσης και εφαρμόζεται, ευρέως, σε πολλούς τομείς τεχνολογίας και έρευνας. Η πρόοδος στη μικροηλεκτρονική και οι αυξανόμενες απαιτήσεις στη χημική ανάλυση, έχουν προωθήσει την ανάπτυξη της τεχνικής και την έχουν καταστήσει απαραίτητο εργαλείο για μεγάλο φάσμα επιστημονικών, ερευνητικών δραστηριοτήτων. Κύριο πεδίο εφαρμογής είναι οι επιστήμες ζωής, των τροφίμων, οι περιβαλλοντικές επιστήμες και οι τεχνολογίες omics. Αυτό συμβαίνει γιατί η φασματομετρία μαζών προσφέρει πληροφορίες για:

	 

	α) την ποιοτική και ποσοτική σύσταση αγνώστων μιγμάτων, 

	β) τη χημική δομή πολύ μεγάλου αριθμού ενώσεων, 

	γ) την παρουσία και το ποσοστό ισοτόπων, 

	δ) τη δομή και σύσταση επιφανειών με μορφή απεικόνισης (MS Imaging). 

	 

	Η δυναμική της φασματομετρίας μαζών στη βιοανάλυση θα μπορούσε να αποδοθεί στις εξής ιδιότητες: 

	 

	α) τη μεγάλη εκλεκτικότητα που επιτυγχάνεται με την ακριβή μέτρηση των σχετικών μοριακών μαζών, γεγονός που επιτρέπει την απόλυτη ταυτοποίηση ενώσεων ακόμη και σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις. Η δυνατότητα αυτή έχει ως αποτέλεσμα την απόλυτη κυριαρχία των τεχνικών LC-MS στον έλεγχο τοξικότητας μεταβολισμού φαρμάκων και φαρμακοκινητικής, στη φαρμακευτική βιομηχανία (99% των εφαρμογών είναι σε LC-MS ήδη από το 2008). Αντίστοιχη είναι η εφαρμογή της MS σε περιπτώσεις ελέγχου απαγορευμένων ενώσεων π.χ. anti-doping, έλεγχος ναρκωτικών κ.ά. 

	β) την πολύ υψηλή ευαισθησία, που φτάνει έως τα 10-18 mol. 

	γ) το γεγονός ότι η φασματομετρία μαζών μπορεί θεωρητικά να δράσει σαν ολικός ανιχνευτής (universal detector) και, επομένως, να εφαρμοστεί για την ανάλυση οποιασδήποτε ενώσεως. 

	δ) τη δυνατότητα εύρεσης δομής αγνώστων ενώσεων, η οποία έχει βρει μεγάλη εφαρμογή στις τεχνολογίες omics καθώς επιτυγχάνει αποδοτική εύρεση δομής πεπτιδίων, πρωτεϊνών, νουκλεοτιδίων. Οπως αναφέρεται στο δεύτερο κεφάλαιο, πολύ μεγάλο μέρος της έρευνας και των εφαρμογών αναπτύσεται σε φασματογράφο μαζών. Για παράδειγμα, η μεταβολομική πραγματοποιείται πλέον, κυρίως, με φασματομετρία μαζών. Στην πρωτεομική, η φασματομετρία μαζών εφαρμόζεται σε πολλά διαφορετικά στάδια: εύρεση μοριακών βαρών, ταυτοποίηση και ποσοτική αποτίμηση πεπτιδίων πρωτεϊνών, εύρεση δομής (πρωτοταγούς), μελέτη μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνών κλπ.

	 

	12.2. Ο φασματογράφος Μαζών

	 

	Ένας τυπικός φασματογράφος μαζών αποτελείται, όπως φαίνεται στο Σχήμα 12.1, από τα εξής επιμέρους τμήματα:

	 

	
	1) Το σύστημα της εισαγωγής του δείγματος. Τις περισσότερες φορές το δείγμα εισάγεται στην αέρια ή την υγρή μορφή.

	2) Την πηγή ιόντων, όπου τα εισερχόμενα συστατικά μετατρέπονται σε ιόντα. Συχνά το σύστημα εισαγωγής συνενώνεται με την πηγή ιόντων. 

	3) Τον αναλυτή μαζών. Εδώ λαμβάνει χώρα ο διαχωρισμός των ιόντων ανάλογα με το m/z τους. 

	4) Τον ανιχνευτή που συλλαμβάνει τα διαχωριζόμενα ιόντα και τα μετατρέπει σε ηλεκτρικό σήμα. 

	5)  Το σύστημα κενού. Ο φασματογράφος βρίσκεται υπό κενό το οποίο δημιουργείται από εσωτερικές και εξωτερικές αντλίες κενού. 

	6) Τον ηλεκτρονικό υπολογιστή με κατάλληλο λογισμικό. 
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	Σχήμα 12.1. Σχηματικό διάγραμμα των τμημάτων ενός φασματογράφου μαζών με τις συντομογραφίες των κυριότερων τεχνικών κάθε σταδίου

	 

	12.2.1. Σύστημα Εισαγωγής του Δείγματος 

	 

	Σκοπός της διάταξης είναι η εισαγωγή του δείγματος χωρίς τη διατάραξη του κενού. Υπάρχουν διαφορετικά συστήματα για την εισαγωγή αερίων, υγρών ή στερεών δειγμάτων.

	Για την εισαγωγή στερεών ή μη πτητικών υγρών χρησιμοποιείται ειδικό σύστημα εισαγωγής δείγματος με ακροφύσιο (Direct Probe), το οποίο εισέρχεται στην πηγή ιόντων. Το ακροφυσίο συχνά είναι ένα μεταλλικός ή υάλινος σωλήνας, ο οποίος, συνήθως, καταλήγει σε μικροδοχείο όπου και βρίσκεται το προς ανάλυση δείγμα. Ενα παράδειγμα τέτοιας διάταξης είναι το Atmospheric Solids Analysis Probe όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 12.2 και εφαρμόζεται, κυρίως, για την ταχύτατη ανάλυση στερεών δειγμάτων π.χ. χαπιών, ταμπλετών, στερεών τροφίμων.
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	Σχήμα 12.2. Σύστημα ειαγωγής με ακροφύσιο τύπου Atmospheric Solids Analysis Probe (Πηγή: https://www.waters.com)

	 

	Στην περίπτωση όπου η φασματομετρία μάζας είναι σε σύζευξη με χρωματογραφικό σύστημα, η εισαγωγή δείγματος γίνεται μέσω μιας διάταξης σύζευξης. Στην αέρια χρωματογραφία πρακτικά η εισαγωγή των μορίων προς ανάλυση γίνεται μέσω ενός θερμαινόμενου σωλήνα (interface) που ενώνει την άκρη της στήλης με την πηγή ιόντων. Στις χρωματογραφικές τεχνικές υγρής φάσης, όπως HPLC και CE, χρησιμοποιούνται ειδικές διατάξεις σύζευξης οι οποίες αναπτύσονται σε άλλα συγγράμματα.

	 

	12.2.2. Πηγή Ιόντων

	 

	Η επιλογή της τεχνικής ιονισμού που θα εφαρμοστεί είναι μεγάλης σημασίας για την ανάλυση που θα ακολουθήσει. Για την ίδια ένωση, το λαμβανόμενο φάσμα μπορεί να είναι εντελώς διαφορετικό με εφαρμογή διαφορετικών τεχνικών και συνθηκών ιονισμού. Ένας διαχωρισμός των τεχνικών ιονισμού μπορεί να γίνει σε "μαλακές" και "σκληρές" τεχνικές. Στις σκληρές τεχνικές ιονισμού χρησιμοποιείται υψηλή ενέργεια που προκαλεί διάσπασή της σε θυγατρικά ιόντα (θραύση). Μαλακές καλούνται οι τεχνικές που επιτυγχάνουν τον ιονισμό σε ηπιότερες συνθήκες με μικρή ή μηδαμινή θραύση. Στον Πίνακα 12.1 δίνονται οι κύριες τεχνικές ιονισμού που εφαρμόζονται, οι διατάξεις με τις οποίες συνδυάζονται, τα είδη των ιόντων που παράγονται καθώς και οι κατηγορίες των αναλυόμενων ενώσεων που ενδείκνυνται. 

	 

	
		
				Τεχνική Ιονισμού

				Κύρια Ιόντα

				Αναλυτής Μαζών

				Τάξεις ενώσεων

		

		
				Ιονισμός ηλεκτρονίων

				M+.,
θυγατρικά ιόντα 

				Q, ΤOF, IT, Β

				Μη πολικές, κάποιες πολικές
<500 datlon

		

		
				MALDI

				[M+H]+
[M-H]-

				TOF, Orbitrap

				Πολικές, κάποιες μη πολικές, βιοπολυμερή, συνθετικά πολυμερή
Έως 106 datlon

		

		
				Electrospray
(DESI, ΕESI)

				[M+H]+
[M-H]-
ιόντα προσθήκηςπ.χ. [M+NH4]+
 

				Q, TOF, IT, FTICR, Orbitrap

				Πολικές, κάποιες μη πολικές οργανικές, πρωτεΐνες
<200.000 datlon

		

		
				APCI

				[M+H]+
[M-H]-
 

				Q, TOF, IT

				Μη πολικές, κάποιες πολικές
<1000 datlon

		

	

	 

	Πίνακας 12.1. Kύριες τεχνικές ιονισμού στη φασματομετρία μάζας

	 

	12.2.2.1. Ιονισμός σε Αέρια Φάση

	 

	Ο ιονισμός σε αέρια φάση είναι η πιο συνηθισμένη πρακτική. Οι τεχνικές ιονισμού σε αέρια φάση εφαρμόζονται κατά προτίμηση σε ενώσεις σταθερές στη θέρμανση και με σημείο ζέσεως κάτω από τους ~500 oC. Διαχωρίζονται σε αυτές που εφαρμόζονται σε συνθήκες κενού και συνδυάζονται, κυρίως, με την αέρια χρωματογραφία (π.χ. ιονισμός με ηλεκτρόνια) και στις τεχνικές ατμοσφαρικής πίεσης, οι οποίες έχουν κυριαρχήσει στη φασματομετρία μάζας σε σύζευξη με τεχνικές διαχωρισμού στην υγρή φάση (LC-MS, CE-MS) και αντιπροσωπεύουν το μεγαλύτερο τμήμα των εφαρμογών και της αγοράς οργάνων. 

	Οι τεχνικές ιονισμού ατμοσφαιρικής πίεσης περιλαμβάνουν τον Ηλεκτροψεκασμό (electrospray, ESI), το Χημικό Ιονισμό σε ατμοσφαιρική Πίεση (Atmospheric Pressure Chemical Ionisation, APCI) και το Φωτοιονισμό σε Ατμοσφαιρική Πίεση (Atmospheric Pressure Photo Ionisation, APPI). Η επιλογή της τεχνικής ή των διάφορων μορφών αυτής εξαρτάται από την απόδοση ιονισμού ανά περίπτωση. 

	Η τεχνική του ηλεκτροψεκασμού αποτελεί την κυριότερη μέθοδο σύζευξης υγρής χρωματογραφίας με φασματομετρία μαζών. Το έκλουσμα της στήλης εισέρχεται μέσω τριχοειδούς σωλήνα μέσα σε πεδίο 3-5 kV. Παράλληλα με τον τριχοειδή, διαβιβάζεται αέριο για δημιουργία εκνεφώματος. Το υγρό διασπείρεται σε νέφος από μικρές φορτισμένες σταγόνες και ο διαλύτης εξατμίζεται ταχύτατα ιονίζοντας τις αναλυόμενες ενώσεις. Το φαινόμενο ονομάζεται εξάτμιση με ιονισμό (ion evaporation) και εντάσσεται στις μαλακές/ήπιες τεχνικές ιονισμού. Ανάλογα με τις συνθήκες θερμοκρασίας και το δυναμικό μπορεί να λαμβάνει ή να μη λαμβάνει χώρα θραύση των μορίων, οπότε το φάσμα μπορεί να διαφέρει πολύ. Η διάταξη επιτρέπει την ανάλυση μεγαλομορίων (πρωτεΐνες, νουκλεοτίδια κλπ.). 

	Όπως φαίνεται στο Σχήμα 12.3, η ESI μπορεί να εφαρμοστεί για την ανάλυση ενώσεων μέσης πολικότητας έως υψηλής πολικότητας και μοριακά βάρη έως 100.000, ενώ οι APCI, APPI εφαρμόζονται σε μικρότερα και πιο άπολα μόρια όπως λιπίδια, στεροειδή, ορμόνες κλπ. Η ESI καλύπτει το μεγαλύτερο πεδίο εφαρμογής για την ανάλυση βιομορίων καθώς επιτυγχάνει τον ιονισμό πολλών κατηγοριών βιομορίων, όπως πεπτίδια, πρωτεΐνες, αμινοξέα, οργανικά οξέα, νουκλεοτίδια, σάκχαρα, βιταμίνες, και σχεδόν όλες τις κατηγορίες δευτερογενών μεταβολιτών (αλκαλοειδή, φαινόλες, τερπενοειδή,γλυκοζίτες κλπ.). Επίσης στη βιο-φαρμακευτική ανάλυση, η χρήση του ESI επικρατεί, γιατί τα περισότερα φάρμακα εμπίπτουν στις κατηγορίες μορίων τα οποία ιονίζονται αποδοτικότερα με ESI (βιομόρια, πεπτίδια ή και αντισώματα). Φάρμακα που ιονίζονται καλύτερα με APCI, είναι οι στερόλες και συγγενή μόρια όπως οι στατίνες. 
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	Σχήμα 12.3. Το πεδίο εφαρμογής των τεχνικών ιονισμού σε ατμοσφαρική πίεση: στους άξονες η πολικότητα και το μοριακό βάρος των αναλυόμενων ενώσεων

	 

	12.2.2.2. Δημιουργία Ιόντων με Εκρόφηση

	 

	Οι τεχνικές αυτές εφαρμόζονται σε υγρά ή στερεά δείγματα. Τα δείγματα δέχονται ενέργεια από πηγές όπως (δέσμη σωματιδίων, laser, κλπ.) και με την απορρόφηση της ενέργειας τα μόρια της αναλυόμενης εκροφόνται και ιονίζονται. 

	Τέτοιες τεχνικές είναι οι Βομβαρδισμός με Ατομα (Fast Atom Bombardment, FAB), Βομβαρδισμός με Ιόντα (Secondary Ion MS), Ιονισμός με λέιζερ υποβοηθούμενος από υπόστρωμα (MALDI) και εκρόφησης με πλάσμα (Plasma Desorption).

	Η τεχνική MALDI έχει κυριαρχήσει στην ανάλυση μεγαλομορίων με μάζα πάνω από το 106 Dalton. Εφαρμόζεται, κυρίως, στην ανάλυση πρωτεΐνών και συνθετικών πολυμερών για την εύρεση του μοριακού βάρους, καθώς προσφέρει το πλεονέκτημα μέτρησης πολύ μεγάλων μοριακών μαζών. Τελευταία, έχει βρει εφαρμογή και στην ανάλυση μικρών μορίων με την τεχνική της φασματομετρικής απεικόνισης ιστών (MS imaging). Στην τεχνική αυτή ένα υπόστρωμα/διάλυμα (matrix) αναμιγνύεται με το δείγμα και αφού εξατμιστεί ο διαλύτης, το δείγμα ακτινοβολείται με δέσμη laser. Το υπόστρωμα (π.χ. νικοτινικό οξύ) απορροφά την ενέργεια της ακτινοβολίας, ιονίζεται και προκαλεί ιονισμό των μεγαλομορίων. 

	Μεγάλο πλεονέκτημα της τεχνικής είναι η δυνατότητα μέτρησης πολύ μεγάλων μοριακών βαρών. Για αυτόν το λόγο βρίσκει εφαρμογή στην πρωτεομική, στο πρώτο στάδιο της ανάλυσης στη μέτρηση του μοριακού βάρους μεγάλων πρωτεϊνών αλλά και στον προσδιορισμό της μοριακής μάζας συνθετικών πολυμερών. 

	 

	12.2.3 Αναλυτής Μαζών

	 

	Υπάρχουν διάφορα είδη αναλυτών μαζών, όπως φαίνεται στο Σχήμα 12.1. Καθένας από αυτούς έχει κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και επιλέγεται βάσει αυτών και η ανάλογη εφαρμογή. Ο ιδανικός αναλυτής θα πρέπει να μπορεί να διαχωρίζει όσο το δυνατόν μικρότερες διαφορές m/z, να επιτρέπει την ανάλυση μεγάλου αριθμού ιόντων, ώστε να έχει τη μεγαλύτερη ευαισθησία και να είναι συμβατός με όλες τις τεχνικές εισαγωγής δείγματος, και ιονισμού. 

	Ένα πολύ σημαντικό χαρακτηριστικό του αναλυτή μάζας είναι η διαχωριστική του ικανότητα (Resolution, R), η οποία δίνεται από τη σχέση:

	 

	R = m/Δm                        (1)

	 

	όπου: 

	Δm η διαφορά μαζών δύο διαδοχικών κορυφών και 

	m η μάζα της πρώτης κορυφής. 

	 

	Δύο κορυφές θεωρείται ότι διαχωρίζονται όταν το ύψος της βασικής γραμμής μεταξύ τους είναι μικρότερο του 10% του ύψους τους. Επομένως, ένας φασματογράφος μαζών με διαχωριστική ικανότητα 1.000 μπορεί να διαχωρίσει το ιόν με τιμή m/z 100.1 από το 100.2 ή το ιόν με τιμή m/z 1001 από το 1000. Η διαχωριστική ικανότητα ενός φασματογράφου μαζών κατηγοριοποιεί τα όργανα σε χαμηλής και υψηλής διαχωριστικής ικανότητας. 

	Η υψηλή διαχωριστική ικανότητα πχ. R=300.000 και η υψηλή ευαισθησία δεν μπορούν να επιτευχθούν ταυτόχρονα. Για το λόγο αυτό σε όργανα πολύ υψηλής διαχωριστικής ικανότητας επιλέγεται συχνά από τον αναλυτή η λειτουργία σε χαμηλότερη διαχωριστική ικανότητα π.χ. R=60.000, όταν απαιτείται υψηλή ευαισθησία. 

	Τα βασικά χαρακτηριστικά των αναλυτών μάζας στα διάφορα είδη αυτών φαίνονται στον Πίνακα 12.2. 

	 

	12.3. Τεχνικές Ανάλυσης στη Φασματογραφία Μαζών

	 

	Οι κύριες τεχνικές ανάλυσης που χρησιμοποιούνται στη φασματομετρία μαζών είναι: α) η τεχνική πλήρους σάρωσης (Full Scan), β) η τεχνική της επιλεκτικής παρακολούθησης ιόντων (Single Ion Monitoring-SIM), και γ) η φασματομετρία μαζών σε σειρά (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS), η οποία διακρίνεται σε άλλες υποκατηγορίες τεχνικών σάρωσης, όπως π.χ. η τεχνική της παρακολούθησης επιλεγμένων αντιδράσεων (Selected Reaction Monitoring-SRM ή Multiple Reaction Monitoring-MRM).

	 

	12.3.1. Τεχνική Πλήρους Σάρωσης 

	 

	Στην τεχνική πλήρους σάρωσης (Full Scan) λαμβάνεται το ολικό φάσμα μεταξύ δύο τιμών m/z για καθορισμένο χρόνο. Η πλήρης σάρωση βοηθάει στον προσδιορισμό της δομής/ταυτότητας μιας άγνωστης ένωσης με προσδιορισμό του μοριακού της βάρους ή σύγκριση με πρότυπα φάσματα. Αυξάνοντας το χρόνο σάρωσης, αυξάνεται η ευαισθησία της μέτρησης, καθώς αυξάνεται ο συνολικός αριθμός των ιόντων τα οποία φθάνουν στον ανιχνευτή. Η αύξηση της ευαισθησίας επιτυγχάνεται με μείωση του εύρους σάρωσης ή με αύξηση του χρόνου σάρωσης. Στην πρώτη περίπτωση όμως, είναι δυνατόν να χαθούν πληροφορίες. 
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	Πίνακας 12.2. Σύγκριση αναλυτών μάζας με κατά προσέγγιση βαθμολόγιση από το 1 έως το 10 των σημαντικών χαρακτηριστικών τους (εύρος αναλυόμενων μαζών, διαχωριστική ικανότητα, ευαισθησία κλπ.)

	 

	12.3.2. Τεχνική Επιλεκτικής Παρακολούθησης Ιόντων 

	 

	Εάν η ανάλυση αποσκοπεί στη μέτρηση ενώσεων με γνωστά φάσματα χρησιμοποιείται η τεχνική της επιλεκτικής παρακολούθησης ιόντων. Για ένα συγκεκριμένο συστατικό επιλέγονται κάποια χαρακτηριστικά ιόντα του φάσματός του και ο αναλυτής μεταβαίνει τάχιστα από τη μια μάζα στην άλλη, μετρώντας μόνον αυτές. Η τεχνική αυτή προσφέρει μεγάλη ευαισθησία, αλλά υπάρχει ο κίνδυνος για ψευδώς θετικά αποτελέσματα, καθώς οποιαδήποτε ένωση δίνει το συγκεκριμένο ιόν μπορεί να συμπροδιοριστεί. 

	 

	12.3.3. Τεχνική Φασματομετρίας Μαζών σε σειρά

	 

	Η φασματομετρία μαζών σε σειρά (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS) περιλαμβάνει δύο ή περισσότερα επίπεδα φασματομετρικής ανάλυσης. Σε τριπλά τετράπολα ή υβρίδια (πχ. Q-TOF, IT-TOF, IT-Orbitrap), τα επιμέρους τμήματα μπορούν να επιλέξουν ένα ιόν να περάσει ή να μεταφέρουν όλα τα ιόντα. Μεταξύ των επιπέδων MS τα ιόντα μπορούν να υποβληθούν σε διάφορες διαδικασίες, όπως σύγκρουση με αδρανή ή δραστικά αέρια, ηλεκτρόνια ή άλλα ιόντα, επιτάχυνση, επιβράδυνση, σταθεροποίηση κτλ. Η επιλογή ανάμεσα στους διάφορους αναλυτές MS σάρωσης ή μη σάρωσης και ανάμεσα στις διάφορες διαδικασίες στις οποίες υποβάλλονται τα ιόντα μεταξύ των αναλυτών, παρέχει τη δυνατότητα πραγματοποίησης πολυάριθμων πειραμάτων MS/MS, τα οποία μπορούν να προσφέρουν πολύτιμη πληροφορία για τη δομή της αναλυόμενης ένωσης και να αυξήσουν την ευαισθησία και την ειδικότητα της μέτρησης.

	Η φασματομετρία μάζας σε σειρά είναι η συχνότερα χρησιμοποιούμενη σε σχέση με όλες τις υπόλοιπες τεχνικές φασματομετρίας μάζας.H Φασματομετρίας Μάζας σε σειρά μπορεί να πραγματοποιηθεί στο χώρο ή στο χρόνο. Για πειράματα φασματομετρίας μαζών σε σειρά στο χώρο (Tandem Mass Spectrometry in Space), απαιτούνται τουλάχιστον δύο αναλυτές μαζών. Η πιο κοινή διαμόρφωση είναι το τριπλό τετράπολο το οποίο χρησιμοποιεί δύο τετράπολα (Q1, Q3) ως αναλυτές MS για την ανάλυση MS. Το ενδιάμεσο τετράπολο (Q2) χρησιμοποιείται ως χώρος θραύσης των ιονισμένων μορίων και πληρώνεται με αέριο σύγκρουσης (collision gas) που είναι, συνήθως, αδρανές αέριο όπως το αργό. 

	O συνδυασμός τετραπόλου με παγίδες ιόντων ή αναλυτή χρόνου πτήσης στη θέση του τελικού αναλυτή (αντί δηλαδή του Q3) επιτρέπει τη λήψη φασμάτων υψηλής διαχωριστικής ικανότητας καθώς και πειράματα MSn. Αυτή η οργανολογία επιτρέπει αναλύσεις υψηλών απαιτήσεων και εφαρμόζεται, κυρίως, για ερευνητικούς σκοπούς ή για την ανάπτυξη νέων μεθόδων. Λόγω εγγενών περιορισμών, που η ανάπτυξή τους δεν είναι στόχος του παρόντος κειμένου, τα όργανα Q-q-)ToF καλύπτουν μικρότερη δυναμική περιοχή (γραμμικότητα) σε σχέση με το τριπλό τετράπολο (Q-Q-Q). Το τριπλό τετράπολο υστερεί σχετικά στη λειτουργικότητα, αλλά είναι λιγότερο απαιτητικό όργανο τόσο σε κόστος αγοράς όσο και στη λειτουργία του, ενώ μέσω των δυνατοτήτων MS/MS που αναπτύσσονται παρακάτω, προσφέρει την υψηλότερη ευαισθησία, ειδικότητα και γραμμική περιοχή για την ποσοτική ανάλυση γνωστών ενώσεων στόχων. 

	Τα όργανα που χρησιμοποιούνται στη φασματομετρία μαζών σε σειρά στο χρόνο (Tandem Mass Spectrometry in Time) είναι οι παγίδες ιόντων και οι αναλυτές FT-MS (αναλυτής μαζών κυκλοτρονικού συντονισμού ιόντων ή Orbitrap με μετασχηματισμό Fourier). Tα ιόντα μπορούν να επιλεγούν και να αποθηκευτούν στον αναλυτή, να διασπαστούν και τα παραγόμενα ιόντα να αναλυθούν κατά τη διάρκεια ενός δεύτερου πειράματος MS, στον ίδιο αναλυτή. Οπότε, τα δύο πειράματα διαχωρίζονται στο χρόνο και όχι στο χώρο, όπως συμβαίνει στην περίπτωση άλλων αναλυτών MS. Το πλεονέκτημα στην περίπτωση αυτή είναι η δυνατότητα πραγματοποίησης πειραμάτων MSn. Πρακτικά το n μπορεί να φτάσει την τιμή 8, αλλά έχουν αναφερθεί και η δυνατότητα για πειράματα με τιμή n =12. 

	Ένας περιορισμός των παγίδων είναι η αδυναμία συλλογής θυγατρικών ιόντων με m/z μικρότερο το 1/3 σε σχέση με το πρόδρομο ιόν. Γενικά τα φάσματα MS/MS που λαμβάνονται σε παγίδες μπορεί να διαφέρουν σημαντικά από φάσματα MS/MS που λαμβάνονται σε τετράπολα ή Q-TOF.

	Στη φασματομετρία MS/MS υπάρχει η δυνατότητα εφαρμογής διάφορων πειραμάτων σάρωσης:

	 

	α. Σάρωση Παραγόμενων Ιόντων (Product Ion Scan)

	 

	Η σάρωση παραγόμενων ιόντων είναι από τις πιο συχνά εφαρμοζόμενες διαδικασίες σάρωσης στην MS/MS. Είναι γνωστή και ως «σάρωση θυγατρικού ιόντος» (Daughter Ion Scan). Σε αυτήν ο πρώτος αναλυτής μαζών (π.χ. τετράπολο Q1) χρησιμοποιείται για την επιλογή ενός ιόντος-πρόδρομο ιόν (precursor ion)-και το οποίο στη συνέχεια οδηγείται στο χώρο θραύσης (Q2, (collision cell)). Εκεί λόγω της υψηλής ενέργειας και της παρουσίας αέριου (αργό ή άζωτο) λαμβάνουν χώρα συγκρούσεις του πρόδρομου ιόντος με τα μόρια του αέριου και θραυσματοποίηση του πρόδρομου ιόντος σε φορτισμένα θραύσματα (ιόντα) και ένα ή περισσότερα ουδέτερα μόρια. Τα παραγόμενα ιόντα στη συνέχεια διέρχονται από τον επόμενο αναλυτή μαζών (Q3), ο οποίος λειτουργεί σε πλήρη σάρωση. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται «διάσπαση επαγόμενη από σύγκρουση» (Collision-Activated Dissociation, CAD ή collision induced Dissociation). 

	Τα πειράματα αυτά παρέχουν πληροφορίες για τη δομή μιας ένωσης και χρησιμοποιούνται για την εξέταση πολύπλοκων μιγμάτων (π.χ. βιολογικά δείγματα) υστερούν, όμως, λόγω της αργής σάρωσης, με αποτέλεσμα να μην ευνοείται η εφαρμογή τους σε ποσοτικές αναλύσεις. Χρησιμοποιούνται για την ποσοτική αποτίμηση ενώσεων σε περίπλοκα δείγματα συνήθως σε συνδυασμό με άλλες τεχνικές MS/MS. Στο Σχήμα 12.4 δίνεται σχηματικά η πορεία του πειράματος.

	 

	β. Σάρωση Πρόδρομου Ιόντος (Precursor Ion Scan)

	 

	Τα ιόντα εισέρχονται στο τετράπολο Q1 το οποίο λειτουργεί σε πλήρη σάρωση. Στη συνέχεια, τα ιόντα εισέρχονται στο τετράπολο Q2, όπου υπόκεινται σε διάσπαση, σχηματίζοντας θυγατρικά ιόντα. Το τετράπολο Q3 στο δεύτερο στάδιο ανάλυσης επιτρέπει μόνο σε θυγατρικά συγκεκριμένου λόγου m/z, να εξέλθουν προς τον ανιχνευτή. Το φάσμα μαζών που προκύπτει, δείχνει τα μητρικά ιόντα που διασπάστηκαν για την παραγωγή του επιλεγμένου θυγατρικού ιόντος. Ο τύπος αυτός σάρωσης μπορεί να χρησιμοποιηθεί για μελέτες σχετικές με τη δομή και τη θραυσματοποίηση μιας ένωσης. Στο Σχήμα 12.4 δίνεται σχηματικά η πορεία του πειράματος.

	 

	γ. Σάρωση για την Ανίχνευση Απώλειας Ουδέτερου Μορίου (Constant Neutral Loss Scan, CNL)

	 

	Οι δύο αναλυτές (τετράπολο Q1 και Q3) σαρώνουν με καθορισμένη διαφορά μάζας (m/z του Q1 > m/z του Q3). Ανιχνεύονται μόνον τα ιόντα τα οποία χάνουν αυτήν τη συγκεκριμένη μάζα στο θάλαμο θραύσης. Το πείραμα παρέχει τη δυνατότητα να ανιχνευθούν παραγόμενα ιόντα, τα οποία προέρχονται από μια κατηγορία ενώσεων, με παρόμοια δομικά χαρακτηριστικά. Χρησιμοποιείται για αναλύσεις συγγενών ενώσεων οι οποίες μοιράζονται ίδια δομικά στοιχεία, όπως για παράδειγμα διάφορες κατηγορίες λιπιδίων. Η πορεία της μέτρησης στο πείραμα Σάρωσης για την Ανίχνευση Απώλειας Ουδέτερου Μορίου, δίνεται στο Σχήμα 12.4.

	 

	δ. Επιλεκτική Παρακολούθηση Θραυσματοποίησης Ιόντων

	 

	Στα πειράματα αυτά παρακολουθείται μια συγκεκριμένη αντίδραση θραυσματοποίησης ενός ιόντος ή μια ομάδα αντιδράσεων θραυσματοποίησης. Όταν επιλέγεται μία μόνο αντίδραση θραυσματοποίησης (ένα πρόδρομο ιόν προς ένα παραγόμενο ιόν), η μέθοδος ονομάζεται «επιλεκτική παρακολούθηση αντίδρασης θραυσματοποίησης ιόντων» (Single Reaction Monitoring, SRM) και παρέχει υψηλή εκλεκτικότητα και ευαισθησία, εξαιτίας της μείωσης του υποβάθρου του σήματος (χημικού θορύβου). Όταν επιλέγονται δύο ή περισσότερα χαρακτηριστικά θραύσματα, η τεχνική ονομάζεται «παρακολούθηση πολλαπλών αντιδράσεων θραυσματοποίησης ιόντων» (Multiple Reaction Monitoring, MRM). Με το πείραμα αυτό επιτυγχάνεται γρήγορη σάρωση και υψηλή εκλεκτικότητα, καθώς για να παρεμποδίζει μια ένωση τη μέτρηση, θα πρέπει συγχρόνως να σχηματίσει μητρικό ιόν του ίδιου λόγου m/z με την ένωση-στόχο και να σχηματίσει τα ίδια θυγατρικά ιόντα κατά τη διάσπασή της. Το υπόβαθρο θορύβου είναι χαμηλό, άρα ένα συγκεκριμένο σήμα αντιστοιχεί σε πολύ υψηλότερο λόγο σήματος προς θόρυβο (S/N), αυξάνοντας την ευαισθησία της μεθόδου. 

	Η πορεία της μέτρησης στο πείραμα Παρακολούθησης Θραυσματοποίησης Ιόντων δίνεται στο Σχήμα 12.4.
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	Σχήμα 12.4. Από πάνω προς τα κάτω: α) Πείραμα Σάρωσης Παραγομένων Ιόντων, β) Πείραμα σάρωσης Πρόδρομου Ιόντος, γ) Πείραμα για Ανίχνευση Απώλειας Ουδέτερου Μορίου δ) Πείραμα Επιλεκτικής Παρακολούθησης Αντιδράσεων Θραυσματοποίησης Ιόντων [Domon & Aebersold, 2006]

	 

	12.4. Φάσμα Μαζών

	 

	Το φάσμα μαζών είναι το γράφημα της (σχετικής) έντασης ως προς το λόγο μάζας προς φορτίο (m/z). Η κορυφή του φάσματος που έχει τη μεγαλύτερη ένταση καλείται κύρια κορυφή (base peak). Συνήθως, τα φάσματα εστιάζονται και ρυθμίζονται με βάση την κύρια κορυφή, οπότε το γράφημα προσαρμόζεται ώς προς το ύψος της κύριας κορυφής και οι εντάσεις και τα ύψη των υπόλοιπων κορυφών προβάλλονται σε σχέση με την κύρια κορυφή. Η μοριακή κορυφή (molecular peak) είναι η κορυφή που αντιστοιχεί στη σχετική μοριακή μάζα της αναλυόμενης ένωσης.

	Πέρα από αυτές τις κορυφές, άλλοι τύποι κορυφών που συχνά διακρίνονται είναι: θυγατρικές κορυφές, κορυφές ισοτόπων και κορυφές του υποστρώματος-θορύβου. Οι θυγατρικές κορυφές είναι οι κορυφές που αντιστοιχούν στα ιόντα τα οποία προέρχονται από τη θραύση των μοριακών ιόντων. Συχνά οι θυγατρικές κορυφές μπορεί να είναι οι κύριες κορυφές. Αυτό συμβαίνει ιδιαίτερα σε εφαρμογές ιονισμού ηλεκτρονίων. 

	Κορυφές ισοτόπων λαμβάνουμε από τα ισότοπα στοιχείων, όπως π.χ. τα δύο ισότοπα του χλωρίου: 35Cl, 37Cl. Τα δύο αυτά ισότοπα βρίσκονται στη φύση σε αναλογία 75% και 25% αντίστοιχα. Οι κορυφές ισοτόπων παίζουν σημαντικό ρόλο στον προσδιορισμό μοριακών μαζών, στην επεξεργασία των φασμάτων και στην ταυτοποίηση αγνώστων ενώσεων.

	Οι κορυφές του υποστρώματος και του θορύβου μπορεί να οφείλονται σε γνωστά και πολύ διαδεδομένα μόρια, όπως νερό, άζωτο ή μόρια που εισέρχονται στο αναλυτικό σύστημα από διάφορες πηγές π.χ. ατμούς λαδιών από τις αντλίες κενού, ολιγομερή και μονομερή ή πρόσθετα από πλαστικά σκεύη κλπ. Στις τεχνικές ιονισμού με εκρόφηση, λαμβάνουμε πολύ έντονες κορυφές υποστρώματος π.χ. από τη γλυκερόλη στο FAB ή από το νικοτινικό οξύ στο MALDI. 

	Κορυφές προσθήκης είναι οι κορυφές που λαμβάνονται κατά την προσθήκη διαφόρων μορίων π.χ. νερού (+18), αμωνίου (+17), νατρίου (+23), ακετονιτριλίου ή άλλου ιόντος/μορίου στα αναλυόμενα ιόντα. 

	Πρέπει να τονιστεί ότι το φάσμα μαζών εξαρτάται από την τεχνική ιονισμού και τις συνθήκες που εφαρμόζονται∙ αλλαγές σε αυτές επιφέρουν μεγάλες αλλαγές στο φάσμα μια ένωσης.

	 

	12.5. Εφαρμογές

	 

	12.5.1. Προσδιορισμός Μοριακών Μαζών

	 

	Η πρώτη και η πιο σημαντική πληροφορία που αποζητούμε από τα φάσματα είναι η σχετική μοριακή μάζα (το μοριακό βάρος) της ένωσης που αναλύουμε. Συχνά, αυτό επιβεβαιώνεται από την ύπαρξη κορυφών προσθήκης ή αφαίρεσης:

	 

	
		
				M-2 (απώλεια Η2)

				Μ+17 (προσθήκη NH4),

		

		
				Μ-15 (απώλεια CH3)

				Μ+22 (προσθήκη Na),

		

		
				M-18 (απώλεια H2O)

				Μ+38 (προσθήκη Κ)

		

		
				 

				Μ+39 (προσθήκη Ca)

		

	

	 

	Ο χαρακτηρισμός ενός ιόντος ως μοριακή κορυφή δεν πρέπει να γίνεται αυτόματα, ιδιαίτερα στην ανάλυση άγνωστων δειγμάτων. Σημαντικό ρόλο παίζουν η γνώση για το δείγμα και οι πιθανές ταυτότητες των αναλυόμενων ενώσεων. Σε κάποιες περιπτώσεις επιβάλλεται και η ανάλυση του ίδιου δείγματος με δύο ή και περισσότερες τεχνικές ιονισμού και συλλογή περαιτέρω πληροφοριών από το λογισμικό του οργάνου. 

	Στην ανάλυση μεγαλομορίων για εύρεση μοριακής μάζας, η φασματομετρία μαζών προσφέρει ακρίβεια, ταχύτητα και ευκολία σε σχέση με άλλες αναλυτικές τεχνικές.

	Κατά τον ιονισμό της, μια πρωτεΐνη, φορτίζεται πολλαπλώς, μειώνοντας έτσι το λόγο m/z. Για παράδειγμα, μια πρωτεΐνη με μοριακή μάζα 5.500 dalton, φορτιζόμενη σε 10 σημεία, θα εμφανίσει κορυφή σε m/z 550, η οποία μπορεί εύκολα να μετρηθεί από οποιοδήποτε αναλυτή μαζών. 

	Στο Σχήμα 12.5 δίνεται το ESI φάσμα πρωτεΐνης. Παρατηρούμε την κατανομή των ιόντων από 2274 amu έως 853 amu,. Χρησιμοποιώντας τα στοιχεία από δύο οποιεσδήποτε διαδοχικές κορυφές, μπορεί να βρεθεί το μοριακό βάρος της ένωσης. Για παράδειγμα ισχύει:

	 

	1364.8= (MW+n)/n

	 

	1137.5 = (MW+n+1)/(n+1)

	 

	Από το σύστημα δύο εξισώσεων με δύο αγνώστους, λύνουμε ως προς MW.

	 

	12.5.2. Προσδιορισμός Μοριακών Τύπων-Μοριακής Δομής

	 

	Ο προσδιορισμός του τύπου και της δομής μιας άγνωστης ένωσης είναι ένα από τα πιο δύσκολα καθήκοντα ενός χημικού. Η Φασματομετρία Μαζών είναι μαζί με τη Φασματομετρία Πυρηνικού Συντονισμού τα πιο αξιόπιστα και πολύτιμα εργαλεία για μια τέτοια εργασία. Η γνώση της ακριβούς μάζας ενός μορίου είναι σημαντική και θεμελιώδης πληροφορία, όμως δεν αρκεί για την εύρεση μοριακών τύπων και μοριακής δομής. Συχνά απαιτούνται πειράματα θραύσης του μορίου, ώστε να συλλεχθεί δομική πληροφορία (MS-MS product scan). Οι λόγοι των ισοτοπικών κορυφών σε πρόδρομο και προϊόν ιόν δίνουν επιπλέον στοιχεία. Φάσματα που έχουν ληφθεί σε όργανα υψηλής διαχωριστικής ικανότητας, εισάγονται σε λογισμικό που αναλύει τις κορυφές προσθήκης (adducts) και επιτυγχάνει ανάλυση (αποσυνέλιξη) του σήματος. Στη συνέχεια ακολουθεί χρήση βιβλιοθηκών φασμάτων για τη σύγκριση με πρότυπα φάσματα, όπως περιγράφεται στην επόμενη παράγραφο.

	 

	12.5.3. Ταυτοποίηση με Σύγκριση Φασμάτων (Data Libraries)

	 

	Οι βιβλιοθήκες φασμάτων χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες: τις εμπορικές, τις τοπικές που δημιουργεί ο κάθε αναλυτής στο όργανο και τις κοινόχρηστες που είναι διαθέσιμες στο διαδίκτυο. 

	Οι τοπικές βιβλιοθήκες φασμάτων δημιουργούνται με την ανάλυση πρότυπων ουσιών στο όργανο. Μέσα στη λειτουργία του οργάνου και του λογισμικού δίνεται η δυνατότητα της δημιουργίας νέας βάσης δεδομένων ή της προσθήκης δεδομένων στη βάση. Στην περίπτωση του LC-MS πρέπει να δίνεται προσοχή στην εξής προϋπόθεση: για να είναι συγκρίσιμα τα φάσματα πρέπει να λαμβάνονται αυτά στις ίδιες συνθήκες (διαλύτες, τιμή pH κλπ.).

	Οι εμπορικές βιβλιοθήκες φασμάτων έχουν δημιουργηθεί από εταιρίες/οργανισμούς ως βάσεις δεδομένων των αναλύσεων χιλιάδων ενώσεων με ιονισμό ηλεκτρονίων. Αποθηκεύονται φάσματα που έχουν ληφθεί από πιστοποιημένα εργαστήρια και είναι γενικές βιβλιοθήκες (NIST, Willey) ή ειδικές, με εφαρμογή σε ορισμένα πεδία (Maurer Toxicology, Fiehn Metabolomics). 

	 

	[image: 12]

	 

	Σχήμα 12.5. ESI φάσμα πολυφορτισμένης πρωτεΐνης: χαρακτηριστική είναι η κωδωνοειδής κατανομή των ιόντων από τα λιγότερο φορτισμένα (υψηλά m/z) προς τα περισσότερο φορτισμένα (χαμηλά m/z) [Munawar et al., 2014].

	 

	Οι ανοιχτές βάσεις δεδομένων που φιλοξενούνται στο διαδίκτυο, ουσιαστικά δεν ελέγχονται και μπορεί οποιοσδήποτε εγγεγραμμένος ερευνητής να συνεισφέρει και να εισάγει δεδομένα. Επειδή πρόκειται συνήθως για δεδομένα ατμοσφαιρικού ιονισμού, η σύγκριση με αυτά δεν προσφέρει μεγάλη βεβαιότητα για την ταυτοποίηση ενώσεων. Η μέτρηση στη φασματομετρία μαζών είναι πολυδύναμη διαδικασία, η οποία επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες. Μικρές διαφορές στις συνθήκες ανάλυσης μπορεί να διαφοροποιήσουν τα αποτελέσματα σε μεγάλο βαθμό. Έτσι μπορεί να λαμβάνονται φάσματα διαφορετικής μορφής για την ίδια ένωση, ακόμα κι όταν αυτή αναλύεται με την ίδια τεχνική. 

	Οι βιβλιοθήκες λειτουργούν με αλγόριθμο ο οποίος συγκρίνει τα φάσματα. Ανάλογα με την ακριβή μάζα του μοριακού ιόντος, τη μάζα των κορυφών και τη σχετική ένταση αυτών προτείνονται (ανάλογα με τη ρύθμιση του προγράμματος) οι πιθανότεροι μοριακοί τύποι και πιθανές ενώσεις. Η αναζήτηση σε σύγχρονες ανοιχτές βάσεις δεδομένων (ChemSpider, HMDB, MassBank, LipidMaps, METLIN) δίνει μεγάλο αριθμών πιθανών ενώσεων (hits) από όπου ακολουθεί φιλτράρισμα με κριτήρια (π.χ. χρόνος συγκράτησης στη χρωματογραφία, φύση του μορίου κ.ά.) καθώς και επιπλέον αναλύσεις.

	 

	12.5.4. Ποσοτική Ανάλυση με Φασματομετρία μαζών

	 

	Πέραν       της μεγάλης αξίας της φασματομετρίας μαζών στην ταυτοποίηση (ποιοτική ανάλυση) αγνώστων ενώσεων, πολύ σημαντική είναι η εφαρμογή της τεχνικής στον ποσοτικό προσδιορισμό γνωστών ενώσεων. Στην περίπτωση αυτή ο φασματογράφος μάζας λειτουργεί ως εξειδικευμένος ανιχνευτής. Το πλεονέκτημά του είναι η υψηλή ευαισθησία και η απόλυτη μοριακή αναγνώριση, αφού σε αντίθεση με άλλες τεχνικές ανίχνευσης οι οποίες χρησιμοποιούνται στη χρωματογραφία, θεωρείται ότι πρακτικά δεν υπάρχει πιθανότητα συμπροσδιορισμού της αναλυόμενης ένωσης με άλλες ενώσεις που μπορεί να συνεκλούονται με αυτήν. Αυτό επιτυγχάνεται, κυρίως, στη Φασματομετρία μαζών σε σειρά, όπου λόγω της εκλεκτικότητας το σήμα θορύβου είναι πολύ μικρό και έτσι αυξάνεται πολύ η ευαισθησία λόγω της αύξησης του λόγου S/N. Για το λόγο αυτό πολύ μεγάλο ποσοστό των αναλύσεων στη φαρμακευτική βιομηχανία (Βιοανάλυση, Φαρμακονικητική, Μεταβολισμός Φαρμάκων) πραγματοποιείται με Φασματομετρία μαζών σε σειρά.

	 

	12.6. Φασματομετρική Απεικόνιση Μαζών (MS imaging)

	 

	H Φασματομετρική Απεικόνιση Μαζών (MS imaging) αναπτύσσεται τα τελευταία χρόνια με στόχο τη λήψη πληροφοριών για τη σχετική συγκέντρωση αναλυόμενων ενώσεων σε ιστούς ή άλλα στερεά δείγματα. Η νέα γνώση που μπορεί να παραχθεί από αυτήν την τεχνική είναι η πληροφορία για την απόλυτη θέση και την κατανομή στον ιστό των μορίων στόχων π.χ. μιας πρωτεΐνης σε τμήμα φλεγμονής, πολυφαινολών στα διάφορα τμήματα του καρπού ενός φρούτου, φαρμάκων σε τμήματα ιστών, μετά από χορήγηση ή ακόμη και της γνώσης της μοριακής ταυτότητας (σύνθεσης) των αθυρωματικών πλακών. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας αυτής επιτρέπει την εφαρμογή MALDI-TOF και σε μικρά μόρια ή ακόμη τεχνικών, όπως DESI, στην ανάλυση στερεών επιφανειών. 

	Ένα παράδειγμα στη βιοιατρική μπορεί να είναι η ανάλυση βιοδεικτών σε ιστούς υγιείς και παθολογικούς από πειραματόζωα. Με συμβατικές μεθόδους, απαιτείται μεγάλη μάζα (αρκετών mg) δείγματος και εκχύλιση για την παραλαβή των ενώσεων, οπότε σε κάποιες περιπτώσεις λαμβάνεται δείγμα ασθενούς ιστού το οποίο συνοδεύεται αναγκαστικά με (συχνά μεγάλο) μέρος και υγιούς ιστού. Το τελικό αποτέλεσμα θα είναι ο μέσος όρος των συγκεντρώσεων σε ασθενή και υγιή ιστό. Με την τεχνική φασματομετρικής απεικόνισης ιστών λαμβάνεται φάσμα ανά πολύ μικρό pixel και ουσιαστικά χαρτογραφείται η περιοχή του ενδιαφέροντος με πολύ υψηλή διαχωριστική δυνατότητα. Η ιδέα αυτή με τη μορφή DESI-MS βρίσκει, ήδη, εφαρμογή στη χειρουργική όπου το «Intelligent knife» ειδοποιεί το χειρουργό για την κατηγοριοποίηση του ιστού (καρκινικός ή μη). Ο φασματογράφος μαζών ειδοποιεί το χειρουργό με ακρίβεια ότι ο καρκινικός ιστός έχει αφαιρεθεί και ο ιστός που βλέπει είναι υγιής οπότε πρέπει να σταματήσει την αφαίρεση. 

	Η τεχνική απεικόνισης βρίσκει εφαρμογή, επίσης, στη φυτοπροστασία κατά τη μελέτη της αντίδρασης καρπών σε φλεγμονές (οι οποίες μπορεί να προέρχονται π.χ. από έντομα) και τη χαρτογράφηση της κατανομής μεταβολιτών σε ιστούς/τρόφιμα. Συνήθως, η απεικόνιση στο φασματογράφο μαζών συνδυάζεται με άλλη απεικονιστική τεχνική από μικροσκόπιο (π.χ., ιστολογική, χρώση κλπ.) η οποία αναδεικνύει ιστολογικά μορφολογικά χαρακτηριστικά και με τον τρόπο αυτό συνδυάζεται η γνώση των δύο απεικονίσεων, π.χ. ισχυρό σήμα για το μόριο Χ στον ασθενή ιστό. Στο Σχήμα 12.6 δίνεται παράδειγμα της χρήσης της τεχνικής απεικόνισης στο φασματογράφο μαζών για την ανάλυση καρκινικού ιστού με στόχο την εύρεση βιοδεικτών.

	 

	12.7. Εφαρμογές Φασματομετρίας Μάζας στη Βιοανάλυση 

	 

	Οι εφαρμογές της φασματομετρίας MS/MS περιλαμβάνουν την αποσαφήνιση της δομής μορίων, τον ποσοτικό προσδιορισμό των αναλυόμενων ενώσεων, τη μελέτη μηχανισμών θραυσματοποίησης, τον καθορισμό της στοιχειακής σύστασης ενώσεων, την παρακολούθηση αντιδράσεων ιόντων-μορίων, καθώς και την πραγματοποίηση αναλύσεων υψηλής εκλεκτικότητας και ευαισθησίας. Είναι το κύριο εργαλείο και αυτό που πλέον απαιτείται από τους ελεγκτικούς φορείς (EMEA, FDA USA, EPA κλπ.) για αναλύσεις μεγάλης βαρύτητας, όπως μελέτες φαρμακο-κινητικής και μεταβολισμού φαρμάκων, ποιοτικό έλεγχο φαρμακευτικών παρασκευασμάτων, ανίχνευση υπολειμμάτων φυτο-φαρμάκων σε τρόφιμα, αναβολικών και ναρκωτικών σε βιολογικά υγρά κ.ά. Εφαρμόζεται, επίσης, σε μελέτες πρωτεομικής, μεταβολομικής και βιολογίας συστημάτων (κεφάλαιο 2) και αλλού. Στην πρωτεομική επιτρέπει την ακριβή και αποτελεσματική μέτρηση της μοριακής μάζας ολόκληρων πρωτεϊνών ακόμη και πολύ μεγάλων μοριακών βαρών. Εφόσον ευρεθεί αυτή η βασική πληροφορία, ακολουθεί εφαρμογή πρωτεολυτικών ενζύμων για τη διάσπαση των πρωτεϊνών σε μικρότερα πεπτίδια και ανάλυση του προϊόντος σε LC-MS, για διαχωρισμό και μέτρηση των μοριακών μαζών των επιμέρους πεπτιδίων. Για την εύρεση πρωτοταγούς δομής με αλληλούχιση, ακολουθεί ανάλυση σε MS-MS είτε σε όργανο MALDI-TOF είτε σε LC-MS/MS, με διάσπαση των πεπτιδίων με CID.
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	Σχήμα 12.6. Φάσματα απεικόνισης μαζών σε ιστό: Απεικόνιση βιοδεικτών με m/z 478.25 α) και m/z 504.24 β) στο κέντρο του καρκινικού ιστού και 10 cm μακριά από αυτόν (δ και, ε αντίστοιχα). Οι εικόνες γ και στ δείχνουν την ιστολογική απεικόνιση έπειτα από κατάλληλη χρώση.
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