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CE-MS alapok
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CE detektálás - érzékenység

• UV

• Fluoreszcencia (CE-LIF)
• Egysejt analízis

• Származékképzés: online vs offline

• Xe-lámpák, lézerek, LED-ek

• Vezetőképesség
• Érintkezésmentes (CCD)

• (ESI-)MS
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CE kapcsolása MS-hez

• CE – atmoszférikus nyomás;
MS – vákuum

• CE és MS feszültségek
kombinálása

• Alacsony áramlási sebesség
CE-nél (nL/min)

• MS kompatibilis pufferek
• Ionelnyomás nem illékony, tömény

puffernél

• + mód: alacsony pH
- mód: magas pH

• 20-30% szerves módosító 4

1. Töltött csepp képződés (0,1-10 µL/min; ±2-5 kV)
2. Csepp párolgás (Rayleigh-határ, Coulomb erők)
3. Gázfázisú ionok keletkezése

- 1 analit/csepp, örökli a csepp töltését)
- vagy ha Coulomb-erő>felületi fesz., gázfázisú
ionok „robbannak” ki a cseppből

Konermann, L., et al. (2013) Unraveling the mechanism of electrospray ionization. 
Anal. Chem., 85, 2–9.



CE kapcsolása MS-hez
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• 3 elektród, két külön áramkörként viselkedik
• CE inlet

• CE outlet/ESI porlasztó

• MS inlet

• Elektródfolyamatok
• Anód: oxidáció

• Katód: redukció

• Fordított polaritás: Fe/Ni elektród
oxidció, korrózió



CE kapcsolása MS-hez
Segéd folyadékárammal (sheath liquid) Segéd folyadékáram nélkül (sheathless)
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Szabadabban lehet 
háttérelektrolitot választani.

Elválasztás és ionizáció 
(intenzitás) egymástól 

függetlenül optimalizálható.

1. Koaxiális

2. Liquid-junction

Maxwell, E.J., Chen, D.D.Y. (2008) Twenty years of interface development for
capillary electrophoresis–electrospray ionization–mass spectrometry. Anal. Chim. 
Acta, 627, 25–33.



Sheathless interface I. – porózus hegy 
nanospray (CESI 8000)
• Kapilláris hegye porózus (HF maratás), amin keresztül biztosítják a zárt 

áramkört

• Vezető folyadék csere 3-4 óránként

10

Bonvin, G., et al. (2012) Evaluation of a 
sheathless nanospray interface based on a 
porous tip sprayer for CE-ESI-MS coupling. 
Electrophoresis, 33, 552–562.



Segéd folyadékok

• Minta hígítás: nem feltétlenül jelent kisebb intenzitást
• Nem illékony pufferek használata lehetséges

• Ált. kevés elektrolitot (illékony sót) tartalmaznak – nem muszáj
• Elektromos vezetés megteremtés

• Ionizáció elősegítése
• Kis sótartalom – ideális lenne a kicsi alifás alkoholok (tiszta MeOH)

• Leggyakrabban: szerves oldószer (pl. iPr-OH, MeOH) + 20-80% víz

• Adalékok
• hangyasav/ecetsav, alkil-amin/ammónia
• Ammónium-formiát/acetát/karbonát
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Ionok visszaáramlása

• Kis/ellentétes EOF esetén

• Áramerősség ingadozás

12

Foret, F., et al. (1994) Liquid sheath effects on the separation of proteins in
capillary electrophoresis/electrospray mass spectrometry.
Anal. Chem., 66, 4450–4458.



Eltérő ellenion hatása a SL-ben
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I; O: 100 mM 
TRIS/foszforsav, 
pH=2.5

I: 100 mM 
TRIS/foszforsav, 
pH=2.5

O: MeOH:víz 1:1, 
0.2% FA

I; O: 100 mM 
TRIS/FA,
pH=3

I: 100 mM 
TRIS/FA,
pH=3

O: MeOH:víz 1:1, 
0.2% FA

A, C,: Eltérő ion 
miatt változik a 
szelektivitás

A, B,: formiátion
beáramlik, ami 
befolyásolja a 
szelektivitást

C,: beáramló 
formiát UV-
elnyelése nagyobb: 
alapvolan „nő”

van Wijk, A.M., et al. (2007) Capillary electrophoresis–mass spectrometry for impurity profiling of basic pharmaceuticals using non-volatile background electrolytes.
J. Chromatogr. A, 1159, 175–184.



SL hatása fehérjék szerkezetére

• A fehérje közege befolyásolja annak tercier szerkezetét

• A közeg az elemzés során = SL

• Pl. eltérés MeOH vs. iPrOH a töltéseloszlásban

• 0.1% FA – protonálódást elősegíti

• Nagyobb mennyiségben (>0.1%): ionizáció elnyomás (szupresszió)
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És iPrOH esetén nem 
függ a töltéseloszlás az 
iPrOH mennyiségétől

Gusenkov, S., et al. (2013) 
Separation and characterization of 
nitrated variants of the major
birch pollen allergen by CZE-ESI-
μTOF MS.
Electrophoresis, 34, 2695–2704.



SL áramlási sebesség

• Interfész típus meghatározó

• Növeléséhez általában a porlasztógáz 
növelése is kell (stabil spray képződés)

• Több paraméter együttes hatásának 
kemometriai vizsgálata*:
• Design-Expert optimalizóló szoftver
• Szárítógáz T és sebesség: nincs hatása a 

csúcsalak/magasságra
• SL áramlási sebesség: kis hatása van, főleg ha 

alacsony a porlasztó nyomás
• Porlasztó nyomás: legfontosabb paraméter a 

négy közül
• *Schmid, et al. (2015) Investigation of photochemical reactions of saccharides

during direct ultraviolet absorbancedetection in capillary electrophoresis. J.
Chromatogr. A, 1388, 259–266.
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Más (nem ESI) ionforrások

• APPI: atmospheric pressure photoionization

• 2 mód: Dopant-tal vagy nélküle

• Dopant: az ionizációs folyamatban az ionok keletkezését elősegítő 
anyag (pl. aceton, toluol) – SL-hez történhet a hozzáasása

• FA adalékként nem segít a dopant helyett

• Nagyobb (15-50 µL/min) áramlási sebességek
• MEKC (50 mM SDS) lehetséges a nagyobb hígítás miatt
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SL kémia

• SL-hez reagensek hozzáadása

• Pl. coordination ionspray: SL-ben Ag+-ionok, telítetlen zsírsav 
észterekkel, D-vitaminokkal, ösztrogénnel komplexet képeztek (+)

• BF3, H3BO3 – negatív mód

• H/D csere a SL-ben (deuterált oldószerek)
• Melamin analízis anyatejben (D2O/MeOD)

• Nagyon gyors csere reakció szükséges

18Klampfl, C.W., et al. (2009) Analysis of melamine in milk powder by capillary zone electrophoresis using UV detection and hyphenation with electrospray 
ionization quadrupole/time-of-flight mass spectrometric detection. Electrophoresis, 30, 1743–1746.



SL kémia – fehérjék töltése

• 0.25-1% o-, m-, p-nitrobenzil alkohol 
vagy szulfolán

• iPrOH/víz/FA

• Fehérje: emberi növekedési hormon

19Bonvin, G., et al. (2014) In-spray supercharging of intact proteins by capillary electrophoresis–electrospray ionization–mass spectrometry using sheath 
liquid interface. Anal. Chim. Acta, 813, 97–105.



Mikrochip CE-MS
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Mikrochip CE(-MS) – MCE

• H: 10-50 µm

• W: 50-100 µm

• Csatorna forma: négyszögletű, 
négyzet, háromszög, fél-
ellipszoid

• Injektálás: 1 kV

• Elválasztás: 3 kV

• Optikai detektálás: 
fluoreszcencia
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Chipek előállítása

• Alapanyag: 
• Üveg

• Kvarc

• PDMS (polidimetilsziloxán)

• PMMA (polimetilmetakrilát)

• PI (poliimid)

• PC (polikarbonát)

• Ciklikus olefin polimer (COP)

22Lin, C.-H., et al. (2001) A fast prototyping process for fabrication of microfluidic
systems on soda-lime glass. J. Micromech. Microeng., 11, 726–732.

BOE: buffered oxide etch (pl. NH4F/HF)

580 °C, 20 min



MCE-MS

• Folyadék kiáramlás: szűk
„kijáraton” keresztül (pl. tű)

• Make-up flow: segéd folyadék
adagolás, elektromos
csatlakozások

23

Ohla, S. and Belder, D. (2012) Chip-based separation devices coupled to mass 
spectrometry. Curr. Opin. Chem. Biol., 16, 453–459.



CE-MS átalakítása MCE-MS-sé

• CE tápegység használata chip tápegységként

24



Sprayer kialakítása chip sarkán

• Oldalt a folyadék szétterül az 
üvegen (felületi feszültség)

• Nyilak: folyadék áramlását jelölik

• S: minta

• B: puffer

• SW: minta ki

• SC: oldalcsatorna (elektród)

• Spray: ~40 nL/min

• Monoklonális antitestek (mAbs) 
vizsgálata

25Mellors, J.S., et al. (2008) Fully integrated glass microfluidic device for performing high-efficiency capillary
electrophoresis and electrospray ionization mass spectrometry. Anal. Chem., 80, 6881.



CIEF chipen – MS detektálással

Chip anyaga: SU-8 – speciális EOF, magas 
pH-n katód (-) irányú, alacsony pH-n anód 
(+) irányú

Nettó EOF ~0 (fókuszálás alatt)

(a): minta: peptidek
2% amfolit (pH=3-10)

Oldalcsat.: MeOH/víz/1% AcOH (anolit)

Injektálás után inlet megtöltése 1% NH4OH-
val (katolit)

Fókuszálás után inleten oldatcsere BGE-ra -
mobilizálás

28

Nordman, N., et al. (2015) Interfacing microchip isoelectric focusing
with on-chip electrospray ionization mass spectrometry. J. 
Chromatogr., 1398, 121–126.



CIEF chipen – MS detektálással

(b) Külön csatornában van az IEF és a 
mobilizálás, így nem kell cserélgetni az 
inlet tartóban a puffert

29

Nordman, N., et al. (2015) Interfacing microchip isoelectric focusing
with on-chip electrospray ionization mass spectrometry. J. 
Chromatogr., 1398, 121–126.



Konklúzió – MCE(-MS)

• Kevésbé elterjedt

• Rövidebb csatorna hosszak (CE-hez képest), emiatt
rosszabb elválasztás

• (lásd APTS-jelölt glikánok elválasztása CE készüléken
– L=35 cm és az Agilent Bioanalyzer készüléken –
L=1,4 cm)

• MCE: nehéz automatizálni

• Detektálási problémák (kivétel az MS – ez hozhat
áttörést)

• Kereskedelmi készülékek 1-1 speciális analitikai
feladatot látnak el

31
Smejkal, P. et al. (2010) Chip-based CE for rapid separation of 8-aminopyrene-
1,3,6-trisulfonic acid (APTS) derivatized glycans. Electrophoresis, 31, 3783.



Mintadúsítási technikák
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Online mintadúsítás

• Injektált minta nL-es nagyságrendű – relatíve rossz érzékenység

• Offline mintadúsítás: pl. folyadék-folyadék extrakció, SPME

• Online mintadúsítás
• Injektált mennyiség min. 10-szerese a szokásosnak

• Elektrokinetikus dúsítás: a mintazónák sebessége eltérő a mintamátrixban és
az elválasztó pufferben, amiért pl. a két közeg ionerőssége/vezetőképessége
(ill. azok különbözősége) felel

• Kromatográfiás dúsítás: SPE oszlop online integrációja a CE kapillárisba

33



Technikák

• Tranziens ITP (tITP)

• Erősített elektromos terű dúsítás (field-enhanced/field amplified
stacking)

• Erősített elektromos terű mintainjektálás (FESI)

• Dinamikus pH-csatlakozás (pH-junction)

• cIEF

• Elektrokromatográfiás dúsítások:
• Sweeping
• Micella megszüntetésen alapuló (micelle collapse)
• Micelle-to-solvent-stacking
• Online/Inline SPE

34



Elektroforetikus dúsítás –
tranziens izotachoforézis (t-ITP)

• Akár 100x dúsítási faktor elérhető

• Ionos és ionizálható komponensek

• Leading és terminating elektrolitok (LE és TE)

• LE: nagy mobilitású ion

• TE: kis mobilitású ion

• Minta komponensei mobilitás szerinti csökkenő sorrendbe 
helyezkednek feszültség hatására

• Tranziens: az ITP effektus csak rövid ideig tart. Dúsítás után azonnal 
megindul a zónák elválasztása

35



CE-MS kompatibilis ionok

36
Pantuckova, P., et al. (2009) Electrolyte systems for on-line CE–MS: Detection
requirements and separation possibilities. Electrophoresis, 30 (1), 203–214.



t-ITP példa 1. – peptidek detektálása

• Fehérjék koncentrációviszonyai 6 nagyságrendben váltakoznak emlős 
sejtekben

• 100 µm kapilláris

• Hidroxipropil-cellulóz bevonatú kapilláris

• BGE: 10 mM ecetsav, pH=3.0 

• Leading el.: mintamátrix, 30 mM NH4Ac

• Kis koncentrációjú peptidek szelektív dúsítása

37

An, Y., et al. (2006) Selective enrichment and ultrasensitive identification of trace peptides in proteome analysisusing transient capillary
isotachophoresis/zone electrophoresis coupled with nano-ESI–MS. Electrophoresis, 27 (18), 3599–3608.



t-ITP példa 1. – peptidek detektálása
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t-ITP példa 2. – peptidek detektálása
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- Sima kvarckapilláris
- Leading electrolyte-ot 60 s 50 mbar-ral a 

minta elé injektálták
- LE: 50 mM NH4Ac (pH=4.8)
- BGE: 50 mM HAc (pH=3.1)
- Mintamátrix: 25 mM Hac
- c: β-alanint használtak TE-ként

Xia, S., et al. (2008) On-line preconcentration and quantitative
analysis of peptide hormone of brain and intestine using on-
column transient isotachophoresis coupled with capillary
electrophoresis/electrospray ionization mass spectrometry.
Rapid Commun. Mass Spectrom., 22 (23), 3719–3726.



Field-enhanced („elektromos térrel segített”) 
dúsítás
• Mintamátrix vezetőképessége jóval kisebb, mint a BGE-é

• Vezetőképességi inhomogenitás (=elektromos tér inhomogenitás) a kapillárisban

• A mintazóna két végén dúsulnak a minták

• A dúsítási faktor kb. a vezetőképességek aránya (max. 10, az EOF inhomogenitása 
miatt, ami csúcsszélesedést okoz.)
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Field-enhanced
sample injection
• Elektrokinetikus injektálás

• Jóval kevesebb megy be az 
alacsony vezetőképességű 
mátrixból

• >100x dúsítás érhető el

41



Dinamikus pH-csatlakozás (pH-junction)

• Izoelektromos fókuszáláshoz hasonló elv

• Mintazóna és BGE határán nagy pH ugrás

• Pl. enyhén savas komponensek elválasztása (következő oldali példa
ellentettje)
• BGE lúgos; Mintamátrix: enyhén savas (analit semleges)

• BGE „elkezdi titrálni” a mintamátrixot a katód felőli végén, ami miatt a
határon nő a pH

• Ionizálódik a komponens (-), ami „visszafelé” áamlik a savas mátrixba, ahol
újra semleges lesz

• Ez addig folytatódik, míg az OH- teljesen semlegesíti a mátrixban lévő H+-t

• A dúsult zónából elindul a CZE elválasztás
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pH-junction példa 1.

44
Quirino, J.P. and Breadmore, M.C. (2012) Acid-induced transient isotachophoretic stacking of 
basic drugs in co-electroosmotic flow capillary zone electrophoresis. J. Sep. Sci.,  5 (1), 60–65.

• Gyengén bázikus komponensek t-ITP 
dúsítása

• BGE: 25 mM NH4Ac/30% MeOH
(pH=9)

• Minta: triciklusos antidepresszánsok, 
1,2 µg/mL

• Sav: 3,6% w/v (pH=2)

• Injektálás (minta, sav): 50 mbar x 60 s

• Dúsítás/elválaszthatóság függ az 
injektált sav c-tól, Vinj-tól



pH-junction példa 1.

• Gyengén bázikus komponensek t-ITP
dúsítása

• BGE: 25 mM NH4Ac/30% MeOH
(pH=9)

• Minta: triciklusos antidepresszánsok,
1,2 µg/mL

• Sav: 3,6% w/v (pH=2)

• Injektálás (minta, sav): 50 mbar x 60 s

• Dúsítás/elválaszthatóság függ az
injektált sav c-tól, Vinj-tól
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Mintamátrix:
A, C: 25 mM NH4Ac, pH=7
B, D: 25 mM NH4Ac, pH=9

Quirino, J.P. and Breadmore, M.C. (2012) Acid-induced transient isotachophoretic stacking of 
basic drugs in co-electroosmotic flow capillary zone electrophoresis. J. Sep. Sci.,  5 (1), 60–65.



pH-junction példa 2.

• BGE: 0.5 M FA (pH=2.5)

• Mintamátrix: 50 mM NH4Ac (pH=7.5)

• Inj.: 50 mbar x 300 s

• Minta: 5 peptid, hasonló pI értékkel

• LOD: 0,2-2 nM

• Minél nagyobb a pH különbség a BGE és mintamátrix között, ill. minél 
nagyobb a mátrix koncentrációja, annál jobb dúsulás!

46Ye, H., et al. (2010) CE–ESI–MS coupled with dynamic pH junction online concentration for analysis of peptides in 
human urine samples. Electrophoresis, 31 (20), 3400–3406.



pH-junction példa 2.

47Ye, H., et al. (2010) CE–ESI–MS coupled with dynamic pH junction online concentration for analysis of peptides in 
human urine samples. Electrophoresis, 31 (20), 3400–3406.



pH-junction példa 2.

48Ye, H., et al. (2010) CE–ESI–MS coupled with dynamic pH junction online concentration for analysis of peptides in 
human urine samples. Electrophoresis, 31 (20), 3400–3406.



pH-junction példa 3.

• E. coli emésztmény
• Átlag inj. (20 nL, 1 mg/mL):

508 peptid, 199 fehérje

• pH junct. (400 nL, 0,1 mg/mL):
527 peptid, 179 fehérje

• Natív fehérjékre is
használható

49Zhu, G., et al. (2014) Bottom-up proteomics of escherichia coli using dynamic ph-junction preconcentration and capillary zone
electrophoresis–electrospray ionization–tandem mass spectrometry. Anal. Chem., 86 (13), 6331–6336.



pH-junction példa 3.

• Lineáris poliakrilamid bevonatú kapilláris

• BGE: 0.1% FA

• Mintamátrix: 
• A (hagyományos): 0.1% FA

• B (pH junct): 10 mM NH4Ac (pH=6.5)

50



pH-junction példa 3.
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pH-junction példa 3.

52

Alkalmazás natív fehérjékre



cIEF alkalmazása fehérjék elválasztására

• pH gradiens kialakítása katolit
beinjektálásával

• Minta injektálás

• Inlet edényben anolit

• Fehérjék elválasztása pI szerint

• Detektálás MS-rel

53

Zhong, X., et al. (2011) Flow-through microvial facilitating interface of capillary
isoelectric focusing and electrospray ionization mass spectrometry.
Anal. Chem., 83, 8748–8755.



Elektrokromatográfiás dúsítás 1.

• Sweeping
• Pl. SDS-zóna a mintával (neutrális endogén szteroid hormon) szomszédosan.

Áthalad a mintán és kh-ba lép vele. Rövid zónába tömöríti a mintát

54



Elektrokromatográfiás dúsítás 2.

• Micellák megszüntetésével 
(összeomlásával – micelle collapse)
• Pl. mintamátrix 10 mM SDS

• 30% AcCN dugószerűen a minta után

• (-) töltésű micellák az AcCN felé 
áramlanak

• Azt elérve a CMC érték megnő (12 
mM SDS-re), a micellák szétesnek, az 
egyes komponensek dúsulnak az 
ACN-es zónában
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Elektrokromatográfiás dúsítás 3.

• Micelle to solvent stacking
• Micella összeomlással analóg 
• Minta és felületaktív anyag töltése ellentétes legyen
• Micelladús közegben a micella töltése szabja meg az áramlást, míg a szerves 

oldószeres közegben az ellentétes töltésű minta komponens töltése
• co-EOF körülmény kell
• A minta mátrixa micella vagy szerves oldószerdús közeg
• FESI-vel kombinálható 

• Micelle collapse-hez képest különbség: nem feltétlenül szűnik meg a micella, 
ellentétes töltésű mintakomponens, nem kell külön beinjektálni a szerves 
oldószerdús sávot

56



Elektrokromatográfiás
dúsítás 3.

• BGE tartalmaz 20% AcCN-t

• Amint kilép a mintazónából 
az ellentétes töltésű 
komponenssel képzett 
micella, a + töltése miatt a 
határfelületen dúsul

57

Quirino, J.P. (2009) Micelle to solvent stacking of organic cations in
capillary zone electrophoresis with electrospray ionization mass
spectrometry. J. Chromatogr. A, 1216 (2), 294–299.



On-line SPE

• Az SPE töltet nem a CE(-MS) 
kapillárisban van, de hozzá van 
kapcsolva valamilyen módon

• Nagy térfogatú (50 µL) peptid
minta átáramoltatása az SPE 
tölteten, amit utána kis (200 
nL) térfogatba eluálnak

58

Lee, W.H., et al. (2011) Staggered multistep elution solid-phase
extraction capillary electrophoresis/tandem mass spectrometry: A high-
throughput approach in protein analysis. Rapid Commun. Mass
Spectrom., 25 (15), 2124–2130.



In-line SPE

59

• Kapilláris része az SPE töltet

• A teljes oldattérfogat keresztülhalad a megkötés során a CE-MS 
rendszeren



In-line SPE - töltetkészítés

60

Medina-Casanellas, S., et al. (2014) Evaluation of fritless solid-phase
extraction coupled on-line with capillary electrophoresis-mass
spectrometry for the analysis of opioid peptides in cerebrospinal fluid. 
Electrophoresis, 35 (20), 2996–3002.



In-line SPE - töltetkészítés
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Intakt fehérjék vizsgálata CE-MS-sel

62



Fehérjeanalízis - bevezetés

• Bottom-up: emésztés utáni peptidek azonosítása
• Ismeretlen összetételű mintában lehet megadni a fehérjéket

• Intakt fehérje vizsgálata
• Pl. ha a fehérje melletti szennyezőket

• Vagy a fehérje stabilitását/bomlását vizsgáljuk

• Információ a konformációjáról, komplexképzéséről

• Kevesebb mintaelőkészítés, mely elszennyezi/befolyásolja a mintát

• 2D fehérje gélelektroforézis
• Hosszú analízis

• „fehérjebontásra” alkalmasak a modern MS készülékek
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Fehérjeadszorpció leküzdése

• Szélsőséges pH
• Alacsony: fal semleges

• Magas: fal és fehérje is 
negatív

• Ionerősség növelése

• Szerves oldószer adagolása 
a BGE-hoz

• Kapilláris bevonat 
használata

64

Staub, A., et al. (2010) Electrophoresis, 31, 3326.



Kapilláris bevonat kialakítása

• Cél megakadályozni a töltött fallal való kh-át a fehérjének 
(elektrosztatikus adszorpció)

• Semleges, ill. töltött bevonatok

• BGE adalékként (dinamikus coating) – nem MS kompatibilis

• Kovalens bevonatok
• Reaktív szilánként viszik fel

• Nemkovalens borítások
• Fizikailag adszorbeált rétegek
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Kapilláris bevonat kialakítása

• Cél megakadályozni a töltött fallal való kh-át a fehérjének 
(elektrosztatikus adszorpció)

• BGE adalékként (dinamikus coating) – nem MS kompatibilis

• Kovalens bevonatok
• Reaktív szilánként viszik fel

• Nemkovalens borítások
• Fizikailag adszorbeált rétegek
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(Nem ESI) ionforrások (MALDI, ICP) – intakt 
fehérjékhez
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Hemoglobin-alapú oxigénhordozók analízise

• 75 mM NH4-formiát (pH=9.5)

• Bevonatmentes kapilláris

• 56 cm effektív hossz

• 12 s 25 mbar injektálás

70Staub, A., Rudaz, S., Saugy, M., Veuthey, J.L., and Schappler, J. (2010) Electrophoresis, 31, 1241.
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Glikoproteinek

• Glikánrészek szerkezete fontos a
biológiai aktivitás szempontjából

• EPO: eritropoetin
• 1-1 sziálsav különbség a fehérjék közt,

sziálsavegységenként ~2 perc migrációs
idő változás

• Hexóz-N-acetil-hexózamin tartalombani
különbség részleges elválasztást
eredményezett

• Akár 250 izoforma is
megkülönböztethető
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mAbs CZE-MS 
elválasztása
• Antitestet részlegesen

emésztették (Ig degrading
enzyme)

• Fragmensek: F(ab’)2 (100 kDa),
Fc/2 (25 kDa)

73

Biacchi, M., Gahoual, R., Said, N., Beck, A., Leize-Wagner, E., and 
Francois, Y.-N. (2015) Anal. Chem., 87, 6240.



Metalloproteinek

• Metallotioneinek
• Kis molekulatömegű fehérjék nagy cisztein és fémtartalommal

• CZE-ICP-MS-sel jól vizsgálhatóak, borítatlan kvarckapillárissal

• ICP-nél a mátrixkomponensek nem zavarnak
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Metalloproteinek

• Metallotioneinek
• Cd, Cu és Zn mérése ICP-vel

77Wang, Z. and Prange, A. (2002) Anal. Chem., 74, 626.



Top-down proteomika

• Intakt fehérje fragmentálása
• ETD fragmentációval (elektron transzfer disszociáció)

• HCD fragmentációval (higher energy collision dissociation)

• Hátulütő: oldallánc specifikus módosítások meghatározása nehézkes

• Általában kisebb SC% értékek
• Kiküszöbölés: ETD és HCD kombinálásával
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Zhao, Y. et al. (2015)
Anal. Chem., 87, 5422.
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CytC elválasztása

• Oxidált (Fe3+) és redukált (Fe2+) CytC elválasztása CZE-vel

81

He, T., et al. (1999) Anal. Biochem., 271, 189.



CGE-MALDI-TOF-MS

• CGE-vel elválasztott fehérjéket egy mozgó poli(tetrafluoroetilén)
(PTFE) membránra viszik fel

• erről SDS leoldható

• MALDI-TOF-MS-sel azonosíthatók a fehérjék
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Bontott fehérjék vizsgálata CE-MS-sel
Klinikai proteomika
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Klinikai proteomika – CE-MS

• A közlemények többsége az újfajta interfészek kifejlesztésére
törekszik, amelyekkel jobb érzékenység érhető el (több azonosított
fehérje)
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Mintaelőkészítés

• (Klinikai) mátrixkomponensektől meg kell szabadulni

• Pl. vizeletben lévő natív peptidek vizsgálatára:
• 2 M karbamidot, 10 mM NH4OH-ot és 0,05% SDS-t tartalmazó vizes oldatban

lett „elkészítve” a vizeletminta

• Ultracentrifugálás (20 kDa MWCO filter) – nagy fehérjék eltávolítása

• RP C2 oszlop – karbamid és sók eltávolítása

• Peptidek eluálása 50% AcCN + 0,5% FA-val, majd hígítás 50 µL vízben

• Fehérjék: kvarckapillárisra tapadnának

• Sók: ionszupressziót eredményeznének
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Proteolízis

• Tripszin: Arg és Lys

• Kimotripszin: Tyr, Phe és Trp, de Leu, Met, Ala, Asp, Glu is (lassabban)

• Endoproteináz Arg-C, Lys-C, Asp-N, Glu-C, K (alifás/aromás)

• Karboxipeptidáz A, B, Y, M

• Papain (nemspecifikus)

• Pepszin (nemspecifikus)

• Az emésztés jellege a keletkező peptidek méretét befolyásolja

• Top-down; middle-down; bottom-up proteomika



Peptidek vizsgálata sheathless CE-MS-sel

• Eredményt befolyásoló paraméterek optimalizálása
• Emitter és MS inlet távolsága
• Spray feszültség
• Áramlási sebesség
• Kapilláris bevonatok

• Fehérjeemésztés: endoproteináz Arg-C
• Tripszines emésztés sok 3 vagy 4-tagú peptidet eredményezne, hisztonokban

sok Arg és Lys található

• K. Faserl et al.; Optimization and Evaluation of a Sheathless Capillary ElectrophoresisElectrospray Ionization Mass
Spectrometry Platform for Peptide Analysis: Comparison to Liquid ChromatographyElectrospray Ionization Mass
Spectrometry, Anal. Chem. 2011, 83, 7297-7305.
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Peptidek vizsgálata sheathless CE-MS-sel

• Kapilláris bevonatok
• M7C4I

• PolyE-323

• PEI (ennél van a legnagyobb EOF)

• + bevonatok alkalmazásával az EOF megfordul, fordított (negatív)
polaritással erős EOF az MS inlet (kapilláris outlet) felé
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Peptidek vizsgálata sheathless CE-MS-sel
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Peptidek (hisztonból) vizsgálata sheathless
CE-MS-sel vs. nanoLC-MS

93

• Kisméretű peptidek jobban
detektálhatók CE-vel
elválasztva, mert LC-n kicsi a
retenciójuk (hidrofilek)



Proteomika alapok



Intakt fehérje tömegspektrometriája



Töltés és molekulatömeg kiszámítása

• Két szomszédos m/z értékére kell felírni az egyenletet (töltéskülönbségük 1), ami alapján töltés és
molekulatömeg számítható

• M(H+)=1,0079 Da

• Kisebb m/z-re:

• Nagyobb m/z-re:
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Kvantitatív proteomika – ICAT

• Isotope-coded affinity tags

• 2 elv:
• Szomszédos aminosavak rövid szekvenciájának ismerete (5-25 aminosav)

lehetővé teszi egyedi fehérjék azonosítását

• Ha két kémiailag azonos, de eltérő izotópot tartalmazó jelölést alkalmazunk,
akkor a jelölt molekulák elektroforetikus/kromatográfiás viselkedése
megegyezik, míg az eltérő izotópok jelenléte miatt más tömegnél kaphatunk
tömegcsúcsot. Ez pedig pontos kvantitálást tesz lehetővé.



ICAT lépései

• ICAT reagensek felépítése
• Affinitás jelölő (pl. biotin) - affinitás dúsítást/izolálást tesz lehetővé jelölés

után

• Linker: stabil izotópot tartalmazza
• Könnyű reagens (1H-eket tartalmaz)

• Nehéz reagens (8db 2D-t tartalmaz)

• Reaktív csoport –SH csoportok iránti specificitással



Könnyű 

ICAT

Nehéz 

ICAT



Kvantitatív proteomika – SILAC

• Stable isotope labeling by amino acids in cell culture

• Emlős sejtvonalak tenyésztése nem „hagyományos” aminosavakból
zajlik, hanem stabil izotóp jelölésű (nem radioaktív) aminosavakból

• Pl. deuterált Leu, de 13C és 15N izotópok beépítése is lehetséges

• Az izotópjelölt aminosavakat tartalmazó közeg nem befolyásolja a
sejtvonal növekedését

• Ezen fehérjepopulációkat kontrolhoz lehet hozzáadni, mert a jelölés
„az aminosavakba van kódolva”, a jelölt/nem jelölt fehérjék aránya
állandó marad

• A Leu-d0 – Leu-d3 tömegeltolódást kell követni, a csúcsok arányából
lehet kvantizni



Munkafolyamat - SILAC
SILAC jelölés: sejtkultúrában, aminosavakból történő stabil izotóp jelölés

Faserl, K., (2015) Anal. Chem., 87, 4633–4640.



Kvantitatív proteomika – iTRAQ

• Isobaric tag for relative and absolute quantitaion

• Nagyszámú mintához jobb

• Munkafolyamat
• Sejt lizálás + összfehérje meghatározás
• redukálás – alkilálás – enzimes emésztés (puffer aminmentes – primer és

szekunder aminok kvencselik az iTRAQ jelölési reakciót)
• 70% szerves oldószerre (alkohol) való beállítás
• Jelölés izobár iTRAQ reagenssel (minden mintát külön)

• CID fragmentálás: ajánlott 10-15%-kal növelni a fragmentációs energiákon a
natív peptideknél alkalmazotthoz képest



iTRAQ

• Reagens felépítése
• Reporter csoport (riporter) (pl. N-Me-piperazin, M=114, 115, 116 és 117)

• Balance csoport (kiegyensúlyozó) (pl. M=31, 30, 29, 28)

• Reaktív csoport (pl. N-hidroxiszukcinimid)

• Minták jelölése után összekeverik őket, majd (LC)-MS/MS analízisnek
teszik ki őket

• Relatív intenzitások megkaphatók a riporter ion relatív intenzitásaiból,
az MS/MS spektrumban

• Max 8 minta kombinálható a megfelelő reagenssel (8-plex iTRAQ)





Kvantitatív proteomika – TMT

• Tandem mass tag

• Hasonló az iTRAQ-hez

• Tandem: a jelölő tag-ek vizsgálata kizárólag MS/MS-sel történik

• Nincs a mintában jelöletlen peptid

• Jelölő felépítése:
• Érzékenységnövelő csoport (sensitization group)

• Tömegkülönbséget okozó csoport (mass differentiation group)

• Tömeg normalizációs csoport (mass normalization group)

• Reaktív csoport





H-D csere

• Fehérjék konformációjára lehet ezáltal következtetni

• Minél kitekertebb a fehérje szerkezete, annál több labilis proton tud
lecserélődni (partner pl. D2O, CH3COOD vagy CH3OD)

• A cserefolyamat visszafelé is gyors – kvencselés szükséges (savanyítás
és lehűtés 0 °C-ra)

• Emésztés ilyen körülmények között
• Tripszin nem jöhet szóba
• Általában pepszinnel (nem specifikus)
• Online reaktorok, redukáló és alkilezőszerek használata elterjedtebb a jó

emésztési hatékonyság végett
• Általában időben (és eltérő T-eken) vizsgálják a H-D csere lefolyását



H-D csere

• H-D csere sebessége a pH
függvényében.

• Szürke régió: az a pH, ahol a
H-D csere, ill. a kvencselés
történik



Poszttranszlációs módosítások

• Azonosításuk nehezebb az egyszerű peptidszekvencia megfejtésénél

• Míg egy-egy peptid nagy mennyiségben van jelen egy mintában, addig
a módosított peptidek abundanciája alacsony. Fontos, hogy az MS/MS
tömegspektrum minősége jó legyen

• Eltávolítandó a mintából azon enzimek, melyek PTM-t bontják vagy
létrehoznák

• Legjobb a tripszin erre a célra

• Néhány PTM hidrofillé teszi a peptideket
• C18 sómentesítés nem használható

• Eltérő specificitású enzim használata megldás (kimotripszin, Lys-N,
endoproteináz Glu-C)



Poszttranszlációs módosítások

• PTM módosított peptidek dúsítása fontos

• De, általános dúsítási technikák nincsenek kifejlesztve. Kivétel a
foszforiláció

• Nagy felbontású készülékek és minőségi fragmentáció (pl. HCD, ETD)
fontos

• Kevés jól tanulmányozott proteom létezik (pl. hisztonok), de ez
esetben is probléma a megfelelően hosszú peptidek generálása az
emésztés során

• Legfontosabb - gyakran előforduló - PTM-ok: foszforilezés,
ubikitilezés, glikozilezés, acetilezés



Peptid fragmentáció – MS/MS módszerek
• CID

• Ütközési cellában

• alacsony ütközésszám, N2 vagy Ar

• 20-100 eV energia
• Csapdában

• magas ütközésszám (100<), He

• 20-100 eV energia

• ECD (electron capture dissociation – elektronbefogás dissz.)

• Szabad elektronokkal kölcsönhatás – fragmentáció

• EDD (electron detachment dissociation)

• A kölcsönható elektron lelök e--okat az ionokról
• ETD (electron transfer dissociation)

Reagens aniont abszorbeálja a prekurzorion, amit fragmentáció követ

Negative ETD (NETD)

•

•



Peptidhasadás MS/MS-ben







Manuális de novo szekvenálás

• A folyamat során a fragmentációs spektrumokból megfejtjük a
fragmentált peptid aminosavsorrendjét

• CID, HCD: ált. b-, y- és a-ionok

• ETD, ECD: ált. c-, z- és a-ionok



Manuális de novo szekvenálás

• Kiindulási lehetőségek:
• Alacsony tömegnél immóniumionokat vizsgálni - milyen aminosavakból áll a peptid?

• Tripszin - C-terminális mindig Lys vagy Arg

• y1 ion m/z (1+ töltésnél) = maradékion + 19 - utalhat a C-terminális minőségére az alábbi
ionok jelenléte
• Lizin: 128,09 + 19 = 147,09;   Arginin: 156 + 19 = 175

• y1 ismeretéből számítható a bn-1 ion tömege: yi + bn-i = MH+ + 1

• bn-1 ion tömege: prekurzorion (M+H)+ - (128  vagy 156) - 18 (H2O)

• tripszines hasításnál a C-terminális bázikusabb, emiatt a b ionsorozat kevésbé abundáns, míg
az y ionsorozat az

• addig kell az y-ionok közti különbségeket keresni, míg megtaláljuk az összeset

• végén ellenőrizendő, hogy a b-ionokkal egybevág-e az eredmény

• PTM-ok befolyásolják a tömegeket (pl. karbamidometilezés Cys-eken)



Példa 1.

• MH+=1187,6 Da (egyszeresen töltött)



Immónium ionok
y1 C-terminális Arg

bn-1 ion: 1014

1073-nál yn-1 ion
115 Da vesztés a MH+-ból
(116 Da b1 tömeg)
= Asp N-terminális

(Asp- -Arg)



b-ionok azonosítása:
ha H2O-t (18) vagy CO-t 
(28) vesztenek

b-ionok azonosítása:
H2O-t (18): 503,3; 416,6

CO-t (28): 787,4; 640,8; 253

787 és 640 közti 
kül. 147 Da: Phe
640 y párja (MH-ból) az 
548-as
(Asp - - Phe - - Arg)

640,8 és 503,3 közti 
kül. 137 Da: Hys
503 y párja (MH-ból) az 
685-ös
(Asp - - Hys - Phe - - Arg)

503,3 és 416,6 közti 
kül. 87 Da: Ser
416,6 y párja (MH-ból) a 
772,3-ös
(Asp - - Ser - Hys - Phe -
- Arg)



416,6-ból következő 
lépés: 
285,3 - 131 Da kül: Met, 
de ez nem jelenik meg 
immóniumionként, ill. 
nincs 18 vagy 28 vesztett 
„párja”
285,3 belső fragmens: 
Hys-Phe
416,6-ból 253: 
163 Da kül: Tyr
(Asp - - Tyr - Ser - Hys -
Phe - - Arg)
N-term: Asp, így 
253 - 116 (b1) = 137 (Hys)
(Asp - Hys - Tyr - Ser - Hys
- Phe - - Arg)

MH+: 1187,6 - megfejtett 
aminosavak: 226 Da
Leu/Ile-t tartalmaz 
(immóniumion): 113. 
Innen adódik, hogy a 
másik is 113, azaz Leu/Ile. 



372,1; 301,3; 285; 535,2; 
672: belső fragmensek



Manuális de novo szekvenálás

• CID: b-ionok nem jelennek meg ennyire (inkább csak kisebb
tömegeknél), y-ionok abundánsabbak

• y-ionok különbségei a residue (maradék) tömegek, ezek sorban meg is
adhatják a szekvencia egy részletét



MS-alapú bioinformatika - Peptidtérkép vizsgálat

• Peptide mass fingerprinting - 1993 - 5 független csoport
• nincs fragmentáció, csak a peptidek tömegei kellenek az azonosításhoz

• összes tömeget meg kell adni hozzá - ált. MALDI

• tiszta fehérjék vagy nagyon egyszerű keverékek vizsgálatára



MS-alapú bioinformatika- Peptide sequence tag

• Peptide sequence tag - Mann (EMBL Heidelberg)
• néhány aminosavból álló szekvencia azonosítva a peptid közepén (m2)

• m1 és m3: peptid maradéka, a szekvencia „tag” előtt és után

• M = m1 + m2 + m3



MS-alapú bioinformatika - Peptide sequence tag

• Peptide sequence tag
• Feltéve, hogy b-ionokat detektálunk:

• M-ből, ill. a mért „köztes” tömegekből kiszámítható egyszerűen m1 és m3

• N- és C-terminális a tripszin hasítóhelyei legyenek

• y-ionok esetén hasonlóan járunk el. Az m1 és m3 tömegek 2 Da-nal
nagyobbak, ill. kisebbek lesznek

• PeptideSearch szoftverrel kereshető

• InsPecT: poszttranszlációs módosítások keresése

• Minél hosszabb a részleges szekvencia, annál specifikusabb a keresés

• Általában a spektrumok értékelése (tag-keresés) manuálisan megy, nem
alkalmas sok peptid azonosítására nagyszámú fehérjékből

• Gyors keresés (tag egyfajta szűrő), jó tag esetén elég valószínű a jó találat



MS-alapú bioinformatika



MS-alapú bioinformatika - MS/MS ion keresés

• MS/MS tömegspektrumokat kell hozzárendelni egy
peptidszekvenciához a lehető legrövidebb idő alatt

• Lassú lehet - pl. no enzyme, több variábilis módosítás, nagyméretű
adatbázis/adatfájl

• Valójában peptideket azonosít, nem fehérjéket

• Ez a módszer alkalmas PTM keresésre



MS-alapú bioinformatika - MS/MS ion keresés

• SEQUEST - Yates group
• az algoritmus egy MS/MS tömegspektrumhoz rendel egy peptidszekvenciát

• MASCOT
• online server: ingyenes keresés

• MASCOT Server: licenszhez kötött

• Distiller: egyszerűsített felületen kereshetők a nyers (LC)-MS/MS adatfájlok

• PEAKS DB
• de novo szekvenálást alkalmaz



MS-alapú bioinformatika - MS/MS ion keresés

• X! Tandem
• automatikus PTM keresés, de csak olyan peptideken, amiket már korábban azonosított

• OMSSA, OMSSAPercolator
• az MS/MS csúcsokat összeveti egy adatbázis in silico emésztett csúcsaival

• Scaffold
• találati valószínűségek pontosabb megadása

• Fizetős: Mascot, Sequest, Phenyx, SpectrumMill, IdentityE, Byonic

• Ingyenes: X!Tandem, OMSSA, MS-Amanda, MS-GF+, MaxQuant



MS-alapú bioinformatika - DDA vs DIA

• Data dependent acquisition (DDA) vs. Data independent acquisition
(DIA)
• DIA: adott m/z tartomány összes ionja fragmentálódik és detektálódik egy

második fázisban
• nem kell tudni tömegeket, nincs előre kiválasztás

• pl. MSE, ARM (all reaction monitoring), AIF (all ion fragmentation), SWATH-MS

• DDA: egy rögzített számú prekurzorion fragmentálódik csak és detektálódik a
második fázisban
• pl. AutoMS, SRM, MRM

• Az MS/MS spektrumokat a mérés után de novo szekvenálással, vagy újabban
algoritmusokkal (pl. MASCOT, SEQUEST, Andromeda) végzik

• Kis koncentrációjú (pl. PT módosított) peptidek detektálása nem feltétlenül valósul meg



MS-alapú bioinformatika

• Targeted (célzott) analízis
• specifikus ion átmenetek monitorozása

• Pl. precursor ion scanning (PIS)
• QqQ készülék 3. kvandrupól egy adott semleges vesztésre van állítva - 79 Da foszforiláció

vizsgálatánál

• Ha ez a fragmens megjelenik, akkor tuti, hogy a fragmentált peptid amiből származott
foszfopeptid

• MRM/SRM
• MRMaid vagy Skyline szoftverek segíthetnek kiválasztani a mérésekhez

használható MRM átmeneteket adott fehérjék vizsgálatához



PTM vizsgálat

• Leggyakoribbak: foszforilezés, metilezés, ubikvitinálás, glikozilálás

• összesen több mint 200 fajta PTM

• bottom-up megközelítéssel szokás vizsgálni

• Számítási nehézségek: legtöbb program (kivéve pl. Byonic) maximálja a variábilis
PTM-ok számát 3-ban

• UNIMOD: PTM-ok adatbázisa



PTM vizsgálat

• MS detektálásuk:
• globális módszer vagy célzott (targeted) módszer

• első körben tisztázni kell milyen PTM-t akarunk vizsgálni

• ez egy tömegkülönbséget/eltolódást okozhat a tömegspektrumokban

• Pl. ubikvitinált fehérjék - tripszines emésztés - ubikvitinezett lizinhez 2 Gly fog kapcsolódni (K-
GG), ami MS/MS-sel azonosítható

• Pl. foszforilezett fehérjék - dúsítás SCX/IMAC oszlopokon (immobilizált fém-affinitás oszlop)

• Mivel a sok variábilis PTM a keresés időtartamát növeli jelentősen, emiatt egy
általános - gyors - keresés után érdemes az adott fehérjetalálattal lefuttatni újra a
keresést sok PTM-mel.



Gyakorlati megvalósítás - Peak picking

• Csúcslista fájl generálása (100 kB - néhány MB) akár több GB méretű
LC- vagy CE-MS/MS analízisből

• Adatok hatékony redukálása fontos
• részben mérési paraméterekkel szabályozható,

• ill. peak picking paraméterekkel

• Pl. kidobhatóak a 700 Da (nem m/z) alatti prekurzorokból származó, vagy
kevés csúcsot (<10) tartalmazó MS/MS spektrumok

• Csúcsok időtartományában érdemes a keresést futtatni



Peak picking - DataAnalysis

• Calibration

• Finding AutoMS(n) compounds

• Generating mass list

• Deconvolute spectra

• Export compounds





Keresés - MASCOT

• Fix módosítások - nem növelik a számítási időt

• Variábilis (lehetséges) módosítások - drasztikusan növelik a számítási
időt. PTM-ok keresésének elterjedt módja

• Tömeghiba megadása pontosan

• Enzim megadása: ált. tripszin - no enzim növeli a keresés idejét

• Adatbázisok:
• legjobbak: NCBI nr, UniRef100, MSDB

• legjobban annotált: SwissProt - de ez kevéssé alkalmas adatbáziskeresésekre
(non-redundant - pontosan a benne szereplő szekvenciának kell megjelennie)

• legnagyobb: EST







Validálás

• Decoy adatbázis: minden más keresési paraméter megegyezik, a
szekvenciák meg vannak fordítva vagy össze vannak keverve benne

• Decoy adatbázisból arra számítasz, hogy nem lesz találat



Keresés meghiúsulásának okai

• Gyenge minőségű adatok

• Prekurzor töltésének rossz meghatározása

• Proton helyett Na-mal repül

• Alulbecsült tömeghiba

• Szekvencia nincs benne az adatbázisban

• Meg nem adott PTM

• Enzim specificitás nem stimmel - szennyező proteázok jelenléte
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