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STRESZCZENIE

Spektrometria mas (ang. mass spectrometry, MS) jest technika analityczna umozliwiajaca
identyfikacje i iloSciowe okreslenie zawartosci badanych biatek, metabolitow czy lipi-
déw w probce. Metoda ta posiada jednak swoje ograniczenia w stosunku do liczby czaste-
czek, ktére w danym czasie jest w stanie zidentyfikowac. Technika, ktéra skutecznie moze
zwiekszy¢ efektywnos¢ identyfikacji jest spektrometria mobilnosci jonoéw (ang. ion mobili-
ty spectrometry, IMS). Pozwala ona na rozdzial jonéw w trakcie pokonywania analizatora
w gradiencie pola elektromagnetycznego i przeciwstawnego naporu gazu, ze wzgledu na
ich mobilnos¢. Rozdzial prowadzony jest w polaczeniu z analiza MS, a wiec prowadzi do
uzyskania dodatkowych danych, co wiaze sie ze znaczna poprawa liczby identyfikowanych
zwiazkow oraz ze zmniejszeniem rejestrowanego szumu. Alternatywnie, przy zachowaniu
takiej samej liczby identyfikacji mozliwe jest skrécenie czasu analizy. Nalezy jednak zwr6-
cié¢ szczegblna uwage na rodzaj zastosowanego analizatora IMS - jego konkretna implemen-

tacja dyktuje bowiem dalsze etapy analizy i mozliwosci detekcji jonow.

WPROWADZENIE

Spektrometria mas (ang. mass spectrometry, MS) jako technika analityczna
umozliwia identyfikacje i iloéciowe okreslenie zawartosci badanych zwiazkéow
- biatek, metabolitow, czy lipidéw w prébce. Analizy spektrometryczne ztozo-
nych mieszanin, w szczeg6lnosci prébek biologicznych (m.in. ptyny ustrojowe,
ekstrakty tkankowe), zazwyczaj poprzedzone sa rozdzialem badanej prébki na
prostsze frakcje, celem redukcji jej ztozonosci. Wstepne frakcjonowanie anali-
zowanego materialu moze by¢ osiagniete poprzez odpowiednie przygotowa-
nie probki (np. chromatografie jonowymienng), co wigze sie jednak z czescio-
wa utratg badanych zwiazkéw, ze wzgledu na ograniczona wydajnos¢ procesu
frakcjonowania. Nalezy mie¢ na uwadze, ze wlasciwe przygotowanie zlozonej
probki do analizy MS jest zazwyczaj kosztowne, wysoce czasochlonne i wymaga
kazdorazowej analizy kolejno uzyskanych frakcji, co z kolei generuje duze ilosci
uzyskiwanych danych. Ztotym standardem w przypadku rozdzialu prébek bio-
logicznych bezposrednio przed analiza MS jest zastosowanie chromatograficz-
nych technik sprzezonych, takich jak wysokosprawna chromatografia cieczo-
wa (ang. high-performance liquid chromatography, HPLC). Chociaz zastosowanie
technik chromatograficznych w znaczacy sposéb niweluje problem zloZzonosci
badanego materialu, czesto redukcja ta nie jest wystarczajaca, gdy uwzgledni
sie czas potrzebny do poddania badanego zwigzku analizie w trybie MS?, .
fragmentacji jonu macierzystego i analizie powstalych fragmentéw. Dodatkowy
wymiar rozdziatu w postaci analizy mobilnosci jonéw (ang. ion mobility spectro-
metry, IMS) stanowi potencjalne rozwiazanie problemu zlozonosci mieszanin w
badaniach multi-omicznych oraz problemu rozrézniania jonéw izomerycznych
czy izobarycznych w MS. Choc¢ historycznie IMS istnieje juz od lat ‘60 ubieglego
wieku, dopiero na przelomie ostatnich lat rozw¢j techniczny i miniaturyzacja
elektroniki pozwolily efektywnie wykorzystac¢ ta metode spektrometryczng w
badaniach biologicznych.

ANALIZATORY MOBILNOSCI JONOW

KOMORA DRYFOWA

Najprostszym analizatorem IMS jest tzw. ,komora dryfowa” (ang. drift tube).
Jony powstate w Zrédle przemieszczaja sie przez ten analizator, a w przeciw-
stawnym kierunku do ich toru lotu przeptywa obojetny gaz np. powietrze czy
azot (Ryc. 1). Przyspieszenie czastek w tym srodowisku odbywa sie w wyniku
dziatania pola elektromagnetycznego (E). Efektywnie, obecnosé sily elektromo-
torycznej i stawiajacego op6r gazu prowadzi do rozdziatu jonéw na podstawie
ich przekroju kolizyjnego (ang. collisional cross-section, CCS). Czasteczki o nie-
wielkim CCS beda w stanie opusci¢ komore dryfowa wczesdniej niz czgstecz-
ki o duzym CCS (ze wzgledu na relatywnie mniejszy op6r), co umozliwia ich
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Rycina 1. Schematyczny rysunek komory dryfowej. Jony rozkladaja sie w anali-
zatorze w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS) oznaczonego kolorem:
bialy to jony o najnizszym CCS, fioletowy - jony o srednim CCS, zielony - jony
o najwiekszym CCS. Symbolem , E” oznaczono dzialanie pola elektromagnetycz-
nego.

Rycina 2. Schematyczny rysunek analizatora TIMS. Jony rozkladaja sie¢ w anali-
zatorze w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS) oznaczonego kolorem:
zielony to jony o najnizszym CCS, niebieski - jony o érednim CCS, fioletowy -
jony o najwigekszym CCS. Symbolem ,E” oznaczono dzialanie pola elektroma-
gnetycznego.

rozdziat niezaleznie od analizy z wykorzystaniem spektro-
metrii mas. Prosta budowa tego analizatora umozliwila jego
zastosowanie w badaniach malych czasteczek organicznych
juz w 1960 roku przez McDaniel’a i Martin’a [1]. Komory
dryfowe mozna jednak uznaé za mato praktyczne ze wzgle-
du na ich rozmiary - moga siega¢ nawet do 3 metrow diu-
gosci. To sprawia, ze kontrola warunkéw srodowiskowych
pracy takiego analizatora jest utrudniona, a zmiany tempe-
ratury moga prowadzi¢ do znacznych wahan w oznaczanej
mobilnosci [2-3]. Ponadto jony przekazywane sa w postaci
pakietow do dalszych etapéw analizy. Ten fakt oznacza, ze
cykl pracy calego urzadzenia jest stabo wykorzystany, a nie-
ktére rodzaje analizatoréw MS nie beda w stanie umozliwi¢
detekcji z akceptowalna rozdzielczosciag. Czas, w ktérym
pakiety jonoéw nie docieraja do detektora jest wiec tracony.
Spektrometry mas potaczone z komora dryfowa sa ofero-
wane komercyjnie przez Agilent Technologies Inc., m.in. w
urzadzeniu 6560 Ion Mobility LC/Q-TOF [4], przez firme
Tofwerk AG, jako IMS-TOF [5] oraz przez firme Excellims
w HPIMS-MS MC3100 [6].

TIMS

Trapped lon Mobility Spectrometry (TIMS) to wspolczesna
technika IMS faczaca charakterystyczne cechy putapki jo-
néw z komora dryfowa. W tym przypadku przeplyw gazu
i gradient pola elektromagnetycznego s zwrécone odwrot-
nie w stosunku do swojego ulozenia w komorze dryfowe;j.
Strumien gazu umozliwia jonom przejécie do korca anali-
zatora, lecz ich ruch jest spowalniany lub calkowicie zatrzy-
mywany przez gradient pola elektromagnetycznego, ktéry
jest niejednorodny na diugosci catego urzadzenia (Ryc. 2).
Najpierw jony zbierane sa w postaci pakietu w pierwszej
czedci analizatora. W odpowiednich odstepach czasu prze-
kazywane s3 do kolejnej czesci, gdzie dochodzi do ich
stopniowej elucji (uwalniania). Zmniejszenie sity pola elek-
tromagnetycznego, powstrzymujacego jony przed opusz-
czeniem TIMS, prowadzi do separacji jonéw na podstawie
ich mobilnosci. Tutaj natomiast, odwrotnie do rozdzialu w
komorze dryfowej, czasteczki o najwiekszym CCS opusz-
czajq analizator szybciej niz czasteczki o mniejszym CCS. W
ten sposéb mozliwe jest uzyskanie praktycznie 100% wy-
dajnosci cyklu pracy urzadzenia - rozdzial jonéw zachodzi
w drugiej czesci analizatora w spos6b ciagly, a jony ktére w
tym czasie dopiero docieraja do pierwszej czesci sa groma-
dzone do pézniejszej analizy. Analizator TIMS jest wyko-
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rzystywany w spektrometrach firmy Bruker, m.in. timsTOF
Pro [7] oraz Pro2 [8], a takze timsTOF Ultra [9].

FAIMS

FAIMS (ang. High Field Asymmetric Waveform lon Mobili-
ty Spectrometry) wykorzystuje zachowanie jonéw w zmien-
nym polu magnetycznym do rozdzialu na podstawie ich
mobilnosci. Choé¢ ulozenie przeciwstawnych sil naporu
gazu i sily elektromagnetycznej w analizatorze FAIMS
jest analogiczne do TIMS, FAIMS rozdziela jony poprzez
zmiane sily elektromagnetycznej w czasie. Prowadzi to do
oscylacji jonéw w trakcie ich drogi przez analizator (Ryc.
3,415). Jezeli mobilnoé¢ danego jonu nie jest odpowiednio
dobrana do parametréw pracy FAIMS (szczegélnie doty-
czy to napiecia kompensacyjnego), nie bedzie on w stanie
opusci¢ urzadzenia i trafi¢ do detektora. W ten sposob je-
dynie jony o mobilnosci odpowiadajacej zadanym parame-
trom moga potencjalnie zosta¢ wykryte. FAIMS rozwazad
mozna jako rodzaj analizatora o dzialaniu ,filtrujacym”,
gdyz czedc jondéw, ktére moglyby zostaé poddane analizie
zostaja utracone w trakcie ich rozdzialu. Mimo to, takie
dziatanie prowadzi do zwigkszenia stosunku sygnatu do
szumu i podnosi czulo$¢ analizy [10]. FAIMS jako metoda
analizy mobilnosci moze w praktyce zosta¢ zaadaptowana
w ramach wielu konfiguracji przestrzennych, ktére r6znia
sie¢ geometrig elektrod, a co za tym idzie - swoimi wta-
Sciwodciami. W ten sposéb, mozliwe jest wykorzystanie
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Rycina 3. Schematyczny rysunek liniowego analizatora FAIMS. Jony przedostaja
si¢ przez analizator w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS) oznaczo-
nego kolorem: zielony to droga pokonywana przez jony o CCS dopasowanym
do warunkéw pracy analizatora, fioletowy i bialy - to droga pokonywana przez
jony o CCS niedopasowanym do warunkéw pracy analizatora. Symbolem ,E”
oznaczono dzialanie pola elektromagnetycznego.
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Rycina 4. Schematyczny rysunek cylindrycznego analizatora FAIMS. Jony prze-
dostaja sie przez analizator w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS)
oznaczonego kolorem: zielony to droga pokonywana przez jony o CCS dopaso-
wanym do warunkéw pracy analizatora, fioletowy- to droga pokonywana przez
jony o CCS niedopasowanym do warunkéw pracy analizatora.
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Rycina 5. Schematyczny rysunek kopulowego analizatora FAIMS. Jony przedo-
staja sie przez analizator w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS) ozna-
czonego kolorem: fioletowy to droga pokonywana przez jony o CCS dopasowa-
nym do warunkéw pracy analizatora, zielony - to droga pokonywana przez jony
0 CCS niedopasowanym do warunkéw pracy analizatora.

analizatora o konfiguracji liniowej (Ryc 3), cylindrycznej
(Ryc. 4), czy kopulowej (Ryc. 5). Szczegoétowy opis dzia-
tania i charakterystyki FAIMS o réznych konfiguracjach
przestrzennych mozna znalez¢ w pracy Kolakowskiego i
Mestera [10]. Analizator FAIMS oferowany jest jako modut
przez ThermoScientific pod nazwa ,FAIMS Pro” i , FAIMS
Pro Duo”, ktéry mozna sparowac ze spektrometrami m.in.
serii Exploris [11-12]. Analizator FAIMS ,SelexION” moz-
na polaczy¢ ze spektrometrami firmy SCIEX [13]. Ponadto,
producentem analizatora , UltraFAIMS” jest firma Owlsto-
ne Medical, a analizator faczy¢ mozna ze spektrometrami
firm ThermoScientific, Bruker, Agilent i Waters [14]. Ana-
lizatory FAIMS sg tez oferowane przez firme Heartland

Rycina 6. Schematyczny rysunek liniowego analizatora TWIMS. Jony rozktadaja
sie w analizatorze w zaleznosci od ich przekroju kolizyjnego (CCS) oznaczonego
kolorem: biaty to jony o najnizszym CCS, fioletowy - jony o srednim CCS, zielony
- jony o najwiekszym CCS. Symbolem ,E” oznaczono dzialanie pola elektroma-
gnetycznego.

Mass Spectrometry np. jako modut dla spektrometréw fir-
my ThermoScientific [15].

TWIMS

Traveling Wave lon Mobility Spectrometry, czyli separacja
TWIMS opiera sie na przeplywie jonéw w zmiennym polu
magnetycznym, tak jak FAIMS (Ryc. 6), jednakze w tym
przypadku oscylacje jonéw nie odbywaja sie w osi Y anali-
zatora, a w jego osi X. Ponadto w tej sytuacji nie jest koniecz-
nym wykorzystanie dodatkowego przeptywu obojetnego
gazu. Oscylacje jonéw wywolane s zmiang ich przyspie-
szenia przy przechodzeniu przez analizator, a okreslenie
mobilnosci staje sie mozliwe ze wzgledu na réznorodna
,bezwladnos¢” jonéw [16]. Nie obserwuje sie wiec tutaj
jednostajnego przeplywu jonéw tak jak ma to miejsce w in-
nych analizatorach. W TWIMS jony nie sg tracone przy ich
rozdziale, a jedynie grupowane w pakiety, ktore opuszczaja
analizator w réznych odstepach czasu. Prowadzi to do tych
samych probleméw dotyczacych cyklu pracy nastepujacych
po IMS analizatoréw MS jak ma to miejsce w przypadku
komory dryfowej. Ze wzgledu na charakterystyke dziata-
nia TWIMS mozliwe jest stosowanie geometrii innych niz
liniowa, np. analizatoréw kolistych [17]. Analizator TWIMS
dostepny jest w ramach serii ,SYNAPT XS” (w konfiguracji
liniowej) i ,SELECT” (w konfiguracji kolistej) oferowanej
przez firme Waters [18-19].

Tabela 1. Poréwnanie charakterystycznych cech poszczegolnych typéw analizatoréw mobilnosci jonow.

Cecha Komora dryfowa

TIMS FAIMS TWIMS

Geometria liniowa liniowa liniowa, cylindryczna, koputowa tm.owa,
olista
Przyblizona zdolnosc¢ rozdzielcza [20] 50-60 100-200 ~130 30-40
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POROWNANIE ANALIZATOROW IMS

Podsumowujac, poszczegdlne implementacje technolo-
giczne analizatorow mobilnosci jonowej réznig sie swoimi
charakterystycznymi cechami. Wybrane cechy tego typu
zestawiono w Tabeli 1.

ZASTOSOWANIE IMS W BADANIACH
MULTI-OMICZNYCH

PROTEOMIKA

W badaniach proteomicznych wykorzystujacych tech-
nike spektrometrii mas jednym z najbardziej popularnych
podejé¢ analitycznych jest tzw. ,bottom-up DDA” (ang.
Data Dependent Analysis). Podejécie to zaklada, Ze analizo-
wane biatka w pierwszej kolejnosci poddawane sa trawie-
niu enzymatycznemu do peptydéw, a nastepnie uzyskana
ztozona mieszanina rozdzielana jest chromatograficznie i
poddawana analizie MS. By umozliwi¢ okreslenie sekwen-
¢ji aminokwasoéw, z ktérych sklada sie dany peptyd, jest
on poddawany fragmentacji i analizowany w trybie MS?
W trybie DDA jedynie jony o najwyzszej intensywnosci sa
poddawane fragmentacji. Na podstawie uzyskanych widm
masowych, w odniesieniu do wybranych baz peptydowych
i przy wykorzystaniu odpowiednich algorytméw bioin-
formatycznych, mozna okresli¢ obecnosé i wzgledng ilosé
danych biatek w prébce. Poniewaz w DDA do fragmentacji
wybierane sa jony o najwyzszej intensywnosci, to peptydy
pochodzace od biatek wystepujacych w prébce w duzej
ilosci sa wielokrotnie poddawane analizie. Prowadzi to do
uzyskania redundantnych widm MS? potencjalnym kosz-
tem widm odpowiadajacych peptydom pochodzacym od
bialek o niewielkim stezeniu (tzw. biatek niskokopijnych).
Dlatego DDA w niektérych analizach moze charakteryzo-
wac sie stabym pokryciem proteomu, szczegélnie jesli nie
zastosowano metod przygotowania probki prowadzacych
do zmniejszenia jej ztozonosci.

Potencjalnym rozwigzaniem wyzej opisanego problemu
jest wykorzystanie dodatkowego wymiaru separacji jonéw,
jakim jest analiza IMS. Rozdzial jonéw ze wzgledu na ich
mobilnoé¢ moze prowadzi¢ do fragmentacji peptydéw, kto-
re w standardowej analizie DDA zostalyby pominiete. Daje
to mozliwoé¢ uzyskania znacznie lepszego pokrycia pro-
teomu - w zaleznosci od mozliwosci rozdzielczych zasto-
sowanej techniki IMS. Przykladowo, w przypadku analiz
z wykorzystaniem FAIMS liczba identyfikowanych biatek
znakowanych izotopowo dla prébek matych pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych bylta wieksza nawet o >100% w po-
réwnaniu z analizg bez zastosowania FAIMS [21]. W innych
analizach ludzkich linii komérkowych, zwiekszenie liczby
zidentyfikowanych biatek wynosito okoto 15% dla komo-
rek K562 [22]. Ze wzgledu na unikatowe dziatanie techniki
FAIMS jako ,filtra jonéw”, jej zastosowanie w celowanych
analizach proteomicznych typu PRM (ang. Parallel Reaction
Monitoring) wiaze sie z redukcja szumu od 13% do nawet
86% [23]. Jako, Ze analizy celowane moga w przyszlosci
pelni¢ istotna role w badaniach prébek klinicznych, bar-
dzo istotnym parametrem jest dolna granica oznaczalnosci
LLOQ (ang. Lower Limit Of Quantification). Wykorzystanie
FAIMS w poréwnaniu ze standardowa analiza PRM po-
zwolito zmniejszy¢é LLOQ dla biatka HER2 nawet o 66%
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[23]. Wykorzystanie analizatora TIMS wiaze sie z zastoso-
waniem metody PASEF (ang. Parallel Accumulation-Serial
Fragmentation), w ktorej jony sa akumulowane w pierw-
szej czesci analizatora, a nastepnie wybrane grupy jonéw
o danej mobilnosci sa ,seryjnie” poddawane fragmenta-
i [24]. W ten sposob analiza IMS zsynchronizowana jest
z analizg MS, co pozwala na uzyskanie praktycznie 100%
cyklu pracy. Cykl pracy oznacza w tym przypadku stosu-
nek czasu jaki po$wiecany jest na analize MS w stosunku
do czasu trwania calej analizy. Parametr ten jest istotny,
gdyz dyktuje on mozliwos¢ identyfikacji w analizach pota-
czonych np. z rozdzialem chromatograficznym, gdzie czas
na wykrycie danego sktadnika mieszaniny jest ograniczony.
Jesli uzyskanie maksymalnej liczby identyfikowanych bia-
tek nie jest konieczne, wykorzystanie PASEF w badaniach
proteomicznych pozwala na uzyskanie 10-krotnie wyzszej
szybkosci analizy przy zachowaniu takiej samej czulosci
[25]. Analiza wielu frakcji jonéw w fazie gazowej (tj. jonéw
o mobilnoéci mieszczacej sie w konkretnym przedziale) z
wykorzystaniem TIMS umozliwia zwigkszenie liczby iden-
tyfikowanych biatek i peptydéw kolejno o ~19% i ~30% w
poréwnaniu z analiza prébki bez frakcjonowania [26]. Na-
lezy przy tym zauwazyc¢ iz frakcjonowanie TIMS nie wigze
sie ze zmniejszong dokladnoscia identyfikacji. W przypad-
ku analiz IMS-MS z zastosowaniem TWIMS, pokrycie pro-
teomu moze by¢ wigksze o nawet 60% w poréwnaniu ze
standardowa analiza [27]. Ponadto, przypisane dodatkowo
identyfikacje stanowia przede wszystkim biatka o niskiej
intensywnosci, co moze wynika¢ z doktadniejszego pomia-
ru jonéw prekursorowych peptydéw charakterystycznych
dla tych biatek. Przy wykorzystaniu odpowiednich algo-
rytméw mozliwe jest dostosowanie zmiany przyspieszenia
jonéw w analizatorze TWIMS, a co za tym idzie zwigkszenie
liczby identyfikacji o dodatkowe 40% w stosunku do stan-
dardowej analizy TWIMS [28].

METABOLOMIKA

W analizach metabolomicznych wykorzystanie IMS ce-
chuje sie podobnymi zaletami jak te opisane w przypadku
analiz proteomicznych. W szczegolnosci, IMS poprawia sto-
sunek sygnatu do szumu, co wigze si¢ ze zwiekszeniem licz-
by anotowanych zwiazkéw (poréwnujac do standardowej
analizy MS) [29]. Znajomos¢ wartosci eksperymentalnych
CCS stanowi dodatkowy wymiar danych, ktéry po integra-
qji z informacjami na temat stosunku masy do tadunku (m/z)
pozwala na dokfadniejsze przypisanie widm masowych do
odpowiadajacych im wzoréw strukturalnych. Co wiecej,
analizy metabolomiczne oparte o tzw. ,czas dryfu” (ang.
drift time) (fj. czas przejscia jondw przez analizator IMS)
charakteryzuja sie¢ mniejszym rozrzutem niz analizy oparte
jedynie o czas retencji [30]. W niektorych przypadkach wy-
korzystanie IMS moze zastapic¢ rozdziat chromatograficzny,
przy zachowaniu podobnych lub nawet lepszych parame-
trow analizy [31]. W takiej sytuacji mozliwe jest tez pomi-
niecie skomplikowanych procedur przygotowania probki i
rozdziatéw chromatograficznych, ktére moga by¢ zastapio-
ne przez bezposredni nastrzyk analitu.

Cho¢ wysokorozdzielcza spektrometria mas pozwa-

la na rozréznienie izobaréw poszczegélnych zwiazkow,
identyfikacja izomeréw czesto nie jest jednoznacznie moz-
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liwa. Zwigzki izomeryczne nalezy w pierwszej kolejnosci
rozdzieli¢ chromatograficznie, a dopiero pdzniej poddac
analizie MS. Jednak ze wzgledu na znaczne podobieristwo
w strukturze izomeréw, wymagany jest ich diugotrwaly
rozdziatl chromatograficzny. IMS stanowi wiec unikatowa
metode, w ktérej identyfikacja izomeréw na podstawie ich
mobilnosci staje si¢ mozliwa, bez dodatkowego nakladu
czasu. Takie podejscie posiada jednak swoje limity - rozréz-
nianie izomeréw jest mozliwe jedynie przy wykorzystaniu
odpowiednich analizatoréw IMS, a ponadto konieczne jest
wykorzystanie metod celowanych, tj. zbieranie widm MS?
tylko dla wybranego zakresu mobilnosci [32]. Aktualnie
analiza w pelnym zakresie nie pozwalataby na uzyskanie
akceptowalnej rozdzielczosci. Mimo to, np. przy wykorzy-
staniu cyklicznego analizatora Waters SELECT IMS-MS
mozliwe bylo przeanalizowanie poszczegélnych izomeréw
dla wielu zwigzkéw z grupy flawonoidéw [33]. W analizie
ztozonej mieszaniny metabolitéw fazy I, IMS zostata wyko-
rzystana jako technika pomocnicza do standardowego LC-
-MS/MS celem poprawy jakosci identyfikacji flawonoidéw
[34]. Badania sktadu chemicznego produktéw naturalnych
moga charakteryzowac sie wieksza liczba identyfikacji oraz
lepszymi jakosciowo widmami MS? przy zastosowaniu
IMS, w poréwnaniu z analiza bez IMS [35]. W przypadkach
gdzie celem badania jest uwzglednienie chiralnoéci na-
wet bezposrednie zastosowanie IMS czesto nie umozliwia
rozréznienia poszczegélnych form. Badania metabolitéw
chiralnych pozostaja jednak atrakcyjne ze wzgledu na ich
znaczace roéznice w aktywnosci biologicznej. Wykorzysta-
nie dodatkowych wiasciwosci takich zwiazkéw pozwala na
ich wydajny rozdziat z wykorzystaniem IMS. Przyktadowo,
metabolity wielokrotnie skompleksowane np. z jonami me-
tali mogg charakteryzowac sie diametralnie r6zng mobilno-
Scig, a wiec ich identyfikacja staje sie¢ zasadna w stosunku
do ich analizy bez kompleksowania. Przy zastosowaniu
takiego mechanizmu badania form chiralnych m.in. wita-
miny D oraz androsteronu z wykorzystaniem IMS mogty
zosta¢ znacznie skrécone, w poréwnaniu ze standardowym
rozdziatem chromatograficznym [36-37]. Wykorzystywa-
nie proceséw kompleksowania czasteczek organicznych z
metalami lub ich polimeryzacji czy uwadniania jest zagad-
nieniem zlozonym, szczegélnie gdy celem jest znalezienie
komplekséw o znaczaco réznej mobilnoéci dla poszczegol-
nych form chiralnych. W procesie przygotowania i optyma-
lizacji takich metod moga jednak by¢ pomocne narzedzia
bioinformatyczne do modelowania mobilnosci jonéw [37].

LIPIDOMIKA

Wykorzystanie IMS w analizie lipidéw pochodzacych z
probek biologicznych daje, analogicznie do analiz metabo-
lomicznych, mozliwo$é anotacji wiekszej liczby zwigzkéw
niz w przypadku standardowych analiz MS. Informacje
na temat CCS dla lipidéw pozwalaja na ich dokladniejsza
identyfikacje, nawet w poréwnaniu do wielokrotnej anali-
zy MS tej samej probki przygotowanej wieloma metodami.
Przyktadowo, wykorzystanie analizatora TIMS dato mozli-
wos¢ zidentyfikowania nawet trzykrotnie wiekszej liczby
glicerofosfolipidéw, w odniesieniu do wynikéw analiz MS
bez mobilnosci jonéw uzyskanych w Iaczonym badaniu
wykorzystujacym 8 réznych protokoléw izolacji tej klasy
lipidéw [38]. W poréwnaniu z analiza standardowej probki
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lipidéw przez 31 niezaleznych laboratoriow, analiza TIMS
umozliwita uzyskanie czterokrotnie wyzszej liczby iden-
tyfikowanych glicerofosfolipidow. Taka zaleznos¢ nie jest
jednak wiasciwa dla wszystkich klas lipidéw. Sfingolipidy,
ktorych wydajna izolacja jest ztozona, byly identyfikowane
w znacznie wiekszej liczbie po zastosowaniu dedykowanej
dla tej klasy lipidéw metody przygotowania probki, niz
gdy wyizolowano je w sposéb standardowy i analizowano
z wykorzystaniem TIMS.

Warto jednak zauwazy¢, ze w poréwnaniu z analiza
matych czastek organicznych, lipidy, ze wzgledu na swo-
ja lanicuchowa strukture, charakteryzuja sie obecnoscia
licznych izomeréw, ktérych rozdzial przez IMS moze sta-
nowi¢ wydajna metode analizy. Rodzaj obserwowanej izo-
merii odgrywa tutaj znaczna role - zdolnos¢ rozdzielcza
dla izomeréw Sn-pozycyjnych jest znacznie mniejsza niz
dla izomeréw konfiguracyjnych cis/trans czy izomeréw
konstytucyjnych, ze wzgledu na umiejscowienie wigzania
podwoéjnego [39]. Tak jak opisano wczesniej, stosowanie
zaawansowanych metod kompleksowania czasteczek z jo-
nami metali moze wplynac na znaczng zmiane mobilnosci
lipidéw, dzieki czemu rozdzial izomeréw staje sie wydaj-
niejszy [40]. Dalszy rozwdj technologii i poprawa zdolno-
Sci rozdzielczych w analizatorach IMS moze w przyszlosci
pozwoli¢ na zdecydowang poprawe pokrycia lipidomu dla
probek biologicznych.

UWARUNKOWANIA ANALIZ MOBILNOSCI JONOW

LACZENIE IMS Z ANALIZATORAMI MAS

Cho¢ analiza IMS moze by¢ prowadzona jako samodziel-
na technika analityczna, jest ona najczesciej dodatkowo
faczona z analizatorami mas. Zastosowanie analizatorow
dziatajacych w oparciu o inne wtasciwosci fizykochemicz-
ne jonéw niz sama ich mobilnoé¢ prowadzi do uzyskania
wielowymiarowej przestrzeni danych, a jak opisano powy-
zej, ma to pozytywny wplyw na jakosé i ilos¢ uzyskiwanych
identyfikacji. Jednakze taczenie wielu technik analitycz-
nych wymaga dopasowania ich kompatybilnosci, szczegol-
nie pod katem cyklu pracy. Ma to wyjatkowe znaczenie w
przypadku analizatoréw IMS, na ktérych wyjsciu uzyskuje
sie pakiety jonéw np. przy zastosowaniu komory dryfowej,
czy TWIMS. Ustalanie rozktadu mas dla takich pakietow
jest zloZzone, gdyz wymaga bardzo wysokiej szybkosci pra-
cy analizatora MS. Standardowo, IMS Iaczone jest wiec z
wysokorozdzielczymi analizatorami czasu przelotu (ang.
Time-of-Flight, TOF), ktérych zakres dynamiczny jest bardzo
szeroki i pulsacyjne dostarczanie jonéw nie musi wigzac
sie z utratg sygnalu. Z drugiej jednak strony, analizatory
innego typu, takie jak Orbitrap charakteryzuja sie znacznie
wieksza rozdzielczoscig niz TOF, szczegélnie w niskim za-
kresie mas, a warunki srodowiskowe maja niewielki wptyw
na parametry ich pracy (TOF - analizator mierzacy czas
przelotu jonu po jego przyspieszeniu w polu elektrycznym,
pozwala okresli¢ wartosé m/z jonéw ze wzgledu na ich réz-
na energie kinetyczna; Orbitrap jest rodzajem pulapki jono-
wej wylapujacej jony w ruchu orbitalnym, prad pochodzacy
od uwiezionych jonéw jest wykrywany i przeksztalcany w
widmo masowe poprzez zastosowanie transformaty Fourie-
ra). Poniewaz analizatory Orbitrap nie sa jednak w stanie
przeanalizowaé pakietéw z akceptowalna rozdzielczoscia,
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historycznie ich polaczenie z IMS wigzato sie z bardzo ni-
skim cyklem pracy rzedu 1%, podczas gdy dla analizatoréw
typu TOF moégt on wynosi¢ nawet 25% [41]. Ciagly rozwdj
technologiczny pozwolit obecnie na stworzenie m.in. ana-
lizatora IMS opartego o putapkowanie jonow, takiego jak
TIMS, ktérego cykl pracy wynosi teoretycznie nawet 100%.
Warto jednak zauwazyg¢, iz elucja jonéw z analizatora TIMS
prowadzona jest pulsacyjnie, stad zastosowanie TOF nadal
jest uzasadnione. Badania z wykorzystaniem FAIMS nie sa
obarczone problemami zwigzanymi z analiza pakietéw jo-
néw i dlatego moze on by¢ swobodnie taczony np. z anali-
zatorami kwadrupolowymi czy typu Orbitrap. Jak opisano
wczeéniej, FAIMS mozna traktowac jak ,filtr jonéw”, a wiec
wszystkie jony ktérych mobilnosé nie jest dopasowana do
parametréw pracy FAIMS zostaja odrzucone. Cho¢ wigze
sie to ze znaczng poprawa stosunku sygnatu do szumu, to
czes¢ potencjalnie mierzalnego sygnatu zostaje bezpowrot-
nie utracona. Majac powyzsze na uwadze, znajomos¢ tech-
nicznych mozliwosci polaczenia réznych typéw analizato-
réw IMS i MS jest wiec kluczowa, gdy celem jest uzyskanie
maksymalnie duzej liczby identyfikacji i analizy iloéciowej
opartej o wysokiej jakosci widma MS.

WZBOGACANIE GAZOW UZYWANYCH
W ANALIZATORACH IMS

Analiza mobilnosci jonéw najczesciej opiera sie na wyko-
rzystaniu neutralnego gazu, ktérego przeptyw stanowi site
przeciwstawna do gradientu pola elektromagnetycznego.
Oddziatlywanie jonéw z obojetnymi czgsteczkami spowal-
nia ich ruch, a wiec dziatanie analizatora IMS w duzej mie-
rze jest zalezne od tego jaki gaz zastosowano. Ze wzgledéw
praktycznych w tej roli wykorzystuje sie zwykle powietrze
lub czysty azot. Warto jednak zauwazy¢, ze inne gazy, ich
mieszanki lub pary substancji lotnych réwniez moga by¢
uzyte, a czesto prowadzi to do poprawy dzialania analiza-
tora. Przykladowo, w badaniu rozdzialu kortykosteronu i
21-deoksykortyzolu mieszanina dwutlenku wegla z po-
wietrzem w stosunku 55:45 umozliwila uzyskanie lepszego
rozdziatu niz byto to mozliwe przy zastosowaniu jedynie
czystego powietrza czy dwutlenku wegla [42]. Nie jest to
jednak zaleznos¢ uniwersalna, stad w tym samym badaniu
rozdziat pomiedzy kwasem cytrynowym a izocytrynowym
nie byt juz mozliwy. Gazy uzywane w IMS sa obojetne, ale
moga sie rézni¢ swoja polarnoscia, a wiec oddzialywania
miedzy gazem a rozdzielanymi izomerami réwniez beda sie
roznié. Jesli interakcje pomiedzy formami izomerycznymi
sg wystarczajaco zmienne, prowadzi to do poprawy zdol-
nosci rozdzielczych analizatora. Stosowanie par substancji
lotnych stanowi kolejna technike w separacji zwigzkéw o
zblizonej strukturze. Ta metoda wykorzystuje zjawisko gru-
powania sie czasteczek lotnego ,, modyfikatora” zawartego
w gazie wraz z substancja badang. Wigzanie si¢ z parami
substancji organicznych moze by¢ selektywnie preferowa-
ne w zaleznosci od izomeru, stad poprawa zdolnosci roz-
dzielczej IMS jest oczekiwana. Na przykiad, korzystajac z
niewielkich ilosci chiralnego modyfikatora jakim jest 2-bu-
tanol, mozliwe bylo rozdzielenie enancjomeréw metioniny
czy tryptofanu [43]. Majac wiec na uwadze konkretne zasto-
sowanie, optymalizacja skladu gazu i jego dodatkéw moze
poprawiaé lub wrecz umozliwia¢ dzialanie analizatorow
IMS.
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PODSUMOWANIE

Wykorzystanie analizy mobilnosci jonéw w badaniach
multi-omicznych stanowi dodatkowy wymiar separacji, co
wigze sie ze znaczng poprawq w jakosci i ilosci identyfiko-
wanych zwigzkéw. Wspélczesne metody IMS charaktery-
zuja sie znaczna zdolnoscia rozdzielcza i moga osiagac cykl
pracy nawet na poziomie 100%. Ponadto podnosza one sto-
sunek sygnatu do szumu dla badanych zwiazkéw. Rozdzial
na podstawie mobilnosci jonéw odbywa sie w przeciagu
milisekund, co w poréwnaniu ze standardowymi rozdzia-
tami chromatograficznymi stanowi znaczne przyspieszenie.
Nie jest tez wymagane specjalne przygotowanie prébki, a
analiza IMS jest bezposrednio potaczona z MS, dlatego nie
musi wigzaé sie z utratg wiekszych ilosci analizowanego
materiatu. Z drugiej strony, nie kazdy analizator posiada te
same wlasciwosci i jego wykorzystanie wymaga wiedzy na
temat mozliwosci technicznych oraz optymalizacji warun-
kow jego pracy. W niektérych przypadkach zdolnosci roz-
dzielcze nawet najnowoczesniejszych analizator6w IMS nie
sa wystarczajace by uzyskac¢ zadowalajace wyniki. Mimo
to, mozliwe jest zaawansowane modyfikowanie warunkéw
pracy analizatora celem uzyskania akceptowalnych rezulta-
tow. Dlatego tez, szczegélnie wraz z rozwojem zaawanso-
wanych technik MS, IMS stanowi¢ bedzie istotne narzedzie
w analizie bialek, metabolitow, czy lipidéw.
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ABSTRACT

Mass spectrometry (MS) as an analytical technique enables the identification and quantitative determination of proteins, metabolites, or li-
pids in a studied sample. However, this method has limitations regarding the number of molecules that can be identified at a given time. To
increase the number of identifications, the application of ion mobility spectrometry (IMS) can be employed. This technique allows the sepa-
ration of ions based on their mobility while traversing the analyser in a gradient of an electromagnetic field and opposing gas pressure. The
separation is performed in conjunction with MS analysis, adding another dimension to the analysis, resulting in a significant improvement in
the number of identified compounds and a reduction in noise. Alternatively, while maintaining the same number of identifications, analysis
can be performed in a shorter time period. It is crucial to pay special attention to the type of IMS analyser used, as its specific implementation

dictates further stages of analysis and ion detection

capabilities.
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