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1 Bevezetés®s c®l kit Uz®s ek

A tomegspektrometria felhasznélasi terilete rendkivil széles, egyarant alkalmazzak
orvosi, biokémiai, kérnyezetanalitikai kutatasokban, valamint gyogyszeripari vizsgalatoknal.
Ezen felll geolégiamintak kormeghatarozasanal, szervetlen kémiai szerkezet vizsgalatoknal,

reakciokinetikai paraméterek felderitésekor is fontos informacidkat nydjthat a

tobmegspektrometria.

Az egyre nagyobb felhaszns8l - i i g®nyeknek Kk
k2 s®r | et techni k8k sokat fejl Rdt ek Ezzel |
mTk°dR t°megspektrom®ter tal§lhat- a piacon.

Az elektronlitktgses ionizacios technika esetén a témegspektr(ithat fragmentacio
meértéket) meghatarozé legfontosabparaméter az elektronok kinetikus energiégani
tipikusan70eV). Ezen érték beallitasayal reprodukalhatd spektrumhoz juthatumkasznalt
k®s z¢ |l ®kt R(L. alfrajEgngrneet ki ekn®,slz° nhet Ren az enérektr on
tomegpektrumokjdl reprodukalhatéak, igl hasznalhat&pektrumkoényvtara®p 2t het Rk ¢

segitségukkel
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1. Abra: Fenol elektroniitkdzéses ionizaciojaval készitett tomegspektrumai: bal oldalon egy a
napjainkban, a jobb oldalon a 1994ben mért tomegspektrum lathato (forras: NIST adatbazis).

Ezzel szembemnapjainkbanegyre gyakrabban alkalmazott tandem tdmegspeidtrias
technikadkkaffelvettt ©° megspektrumok a k¢l °nb%2zR k®sz¢él ®K
lehetnek [1]. S Rt ysztarp az Utk6zési energia valtoztatasdval drakillonbségeket

tapasztalhatunkzugyanarrol az anyagroegy készilékefelvett spektrumolk6zott (2. abra)
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2. Abra: Leucin-enkefalin peptid tandem tdmegspektrumai a) 5eV (itkdzési energian ésb) 30eV
Utkozési energian felvéve.

Ennek kapcsanefmerilhet bennliink a kérdés, hogy elektronitkozéses ionizanid

hasznalt elektron energiahbasonléan |étezik a tandem tomegspektr@tnia esetén iegy
k¢l °onb°zR k®sz¢l ®keke

tomegspektrumok jol reprodukalhatdak lesznek masik készuléken is

adott kisérleti paraméter, aminek beallitasaval

A gyakorlati életben ezzel problémaval,ill. kérdéskdrrel két helyen talalkozhatunk.

Egyrészt, ennek a vizsgélata nagyon fontos ahhoz, jdbdpasnalhatd,készilékfliggetien

tandem tomegspektrometrias adatbazisokat hozzunkHétneos hangsulyozni, hogyaabran

bemut atott spektrumokat

egyetlen adatb8zi ske

szarmazénak, ezért elengedhetetlen, hogg,d R nb° z R t andem

dsszehasonlithato kisérleti korilmények kdzott térténjen meg.

t°megspel

Masrészt ez a kérdéskor fontos gyodgyszeriparbarpéldaul szennyezésetandem

tomegspektrometrids azonositasa soten esetekberaz adottkompones azonositasa

Sz enny ez ®dandem toreegspektromdrrias fragmenekeg é€s itenzitasértékaek

segitségével torténilhzonban hogy afentiekben lathattunk z

j el entiRslennted 2 ®r

mérési modszerek esetén, igy abbaesatben, ha késrilék cserére szorul, komabyoblémak

mertlhetnek felMilyen tipusu készuléket kelblasztanijll. milyen kisérleti korilményeket

kell beallitani, hogy ugyanahhoz a tdmegspektrumhoz juthass@gyaltalan milyen

hasonlosagot varhatunk el két keszilékde?

Annak ellenére, hogy a probléma nem (jKElet®s sz ¢l et t ek

PlRes z | ege

szakirodalomban nem talalhatdlyan standard eljards, amely megmondja, hogy aezseg

készilekek esetén milyen paramétereket kell beallitani ahhoz, hogy egy mas késziléken mert

vagy standardizalttomegspektrumhoz

eredmeényul.

leginkabb hasonlité toémegspektrumot kapjunk



Szakdolgozati munkam soran azt a témakort probaltam kordljarni, lebgységes
k ¢ | ° ntémBemtBmegspektrométerakisérleti korilmények © z°tt val ami |l yen
megfeleltetést megvalositani, vagyis létéekill. mennyire j0 a kisérleti korilmények

konverziga két keszilék kozott?

C®l ul tTztem ki

1 Tandem tomegspérumok reprodukdlatésaghak vizsgalatat &from k ¢ 1 ° nb° z R
készulékera leucinenkefalin modellvegytldelhasznéalva

1 A tandem tomegspektrumapektrumokoptimalis reprodukalhatésagahozikséges
m®r ®si i dR kiv8laszt8s§t.

1 A vizsgélathoz szilkséges4 modellvagylilet kivalasztasat mérési paraméterek
optimaladsats a modellvegyuletek legfontosabb fragmenseinek meghatarozasat.

1T A spektr umok ®°sszehasonl 2t 8§8s8hoz | egj ob
kivalasztasah leucinenkefalin modellvegyulet példgjan keredzti

1 A kivalasztott matematikai médsz#élt a modellvegyiletelsegitségével 8 készulék
k¢l ©nb°zR k2?2 s @bzote konverdidéthegadasdi® amnak ivizsgalatat,
hogyme k kora az 2gy el ® het R maxi m8lis spekt



2 lIrodalmi @sszefoglalas

2.1 Bevezetés

A tdmegspektrometritbltés® | r en d e |l k e z RtbltéeResdnydtensgha®ikozot © me g
nagymTszer es aTomégspekirdmatérnek nevezriik iazt aaberendezést, amely a
vizsgalando anyagokat ionizalja, elektromagneses terek segisédjdvszalja, tomeg/toltés
alapjanelvalasztjagsvéguldetektalaA m- dszer egyi k | egnagyobb e
mintamennyiség is elég egy analizishez, igy egyik legelterjedtebb analitikai modszer.
Mindemel | et t a k¢l ©°nb° XkRsz2%mhegtsRean s ateéelgni®

vizsgéalhato tomegspektraterrel

2.2 A készulékek felépitése

Altalanossagban a tdmegspektrométerek felépitése az alabbi sémat koveti:

Mintabeeresztd
rendszer

Ionforrds “> Analizdtor H Detektor

Vikuumrendszer

Adatfeldolgozd
rendszer

3. Abra: a tdmegspektrométerek altalanos felépitése[3]

2.2.1 A vdkuumrendszer

A tdmegspektrométerbdd] az ion molekula ttkozések elkertilése érdekében alacsony
nyomast hasznalunkmelykét tartomanyra oslzata
EIl Rv8kuum: tartom8ny

A nyomas nagyobb, mint Fombar. Annak ellenére, hogy a bar nem SI mértékegység

mégis ezt a mértékegységet hasznaljak a vakuumtechikdbarér@kegységbekifejezve:

8



1 bar = 10 Pa (N/nf)-nak fele meg, igy I® mbar esetén 1OPa ryomasnak felel meg az
el Rv8kuum tartom8nyban.
Ebben a régidban a molekuldk mggpakori itk6zéseken mennek keresztul. Ezt a vakuumot
altalaban rotacios szivattyaval érhetjik el.
Nagyvakuum tartomany:
Ebben a tartomanyban a nyomas Iibar és 18° mbar k5zé esik. A kdzepes szabad
Yot hossz t°bb 10 m®ter nagys8grendbe tehetR,
nagyon csek®ly m®rt®kT.

2.2.2 lonforras

A tdmegspektrometriaban a vizsgalni kivant vegyliletet ionos forméba kell hoznunk,
ugyanis csak igy tydk az elektromagneses terek segitségével mozgatni, fokuszalni, analizalni.
Az ionizacio technikak csoportositasa példaul térténhet aszerint, hogy az ionizaciot milyen
nyomason végezzuk: kis nyomason vagy atmoszférikus nyomason. Az dsszehasonlitast az
alagan is elvégezhetjik, hoggeményvagy lagy ionizacio kdvetkezik bé&lapjainkbanaz
alabbi ionizaciés technikdkatkalmazzuk leggyakrabban

1 Elektronitk6zésesonizacio (El)

1 Kémiai ionizacidill. Atmoszférikus nyomasu kémiai ionizagiGl, APCI)
1 Electrospay (Elektroporlasztasospnizacio (ESI)

1 Matrixszalsegitett |I€ézer deszorpcidnizacio(MALDI)

1 Atmoszférikus Nyomaskotoionizacié(APPI)

Dolgozatomban az elektritkbzésesonizéciora, valamint az electrasyy technikaraérnék
ki.

2.2.2.1 Elektronitkdzeéses ionizacio (Electron impact) El

A tomegspektrometridn R s k o nz8dtektronitkdzéses ionizacivo | t aésl egel s
legtbbbet tanulmanyozott ionizacios technika.
Az eljaras soran egy izzasba hozdtipikusan wolframbol készultféemszalbdl

elektronok lépnek k{4. éra) Ezeket az elektronokat a pozitiv poter®&@ | on | ®Vv R i oni



cellaba fokuszaljuk. A fokuszalas soran az elektronokat egy kis résen engedjik at. Ezen a résen
az ionizaciés kamra belsejébe az elektronok kis héajya be, a tobbi a cella falaba tkdzik.
Eredmeényul egy olyan vékony elektronnyaltkapunk, amellyel az ionizacios folyamat soran
utkoztetjik gazfazisi molekulaksh. nagy sebess®gT el ektronok a

szakitanak ki, ennek eredményeképpen egyszeresen toltdtt molekulaion keletkezik:

M+e - M™ +2¢e

Masrésztaz oni z8ci - sor 8§n a niragmenekukeletkezgsehey es z t |
vezet
Ufémsza'l
g\/\/ 2265241, katod
L]
e ° Ugyorsit()
Molekula-
e” ionok

Mintabeeresztés A

@ < @) | Analizator fel¢

@ @ '=|J=:>@e e‘@e S—-
@ @

L 4

Uaszito e

_ Fragmens-
——— ionok

Andd

4. dbra: Az elektroniitk6zéses ionizacié elvi felépitése [5]

Az elektronitk6zéses ionizaci6 esetén a spektrumok reprodukéalhatésagnak
legfontosabb paramétere az elektronnyaldb energiaja. Ha az ionizaciés hataskeresztmetszetet
az elektron energjanak fliggvényében abrazoljuk, akkor egy maximum gorbét kaponkk
a maximumnak az érteke ®V k°r ny®k ®r e tehetR. A maxi mun
hatdskeresztmetszet valtozasa, vagyis ezen az energian kapjuk a legjobban reprodukalhaté a

spektrumot.

2.2.2.2 Elektroporlasztasos (Electrospray) ionizacio

Az elektronitkbzésesonizacio nagy hatranya, hoggak korlataotttémeg éspolaritas
tartomanybamasznalhatd. Aelectrosprayonizacio[6, 7] tobbek kdzott ezt a hatranyt is képes
kikiisz6bolni. Az ionforras elvi feléefiése az 5. abran lathatdz eljaras lényege, hogy az
polaros oldoszerben feloldott mintat egy kapillarison vezetjiilaraelyre nagyfesziltséy

10



kapcsolunk A nagyfesziltség hatasaeaporlasztas soran toltott cseppek keletkeznek. A

oldoszer elparolgassan még n k § b b neepgpnerk af ecls¢, | e Ezek attoftédsek ® s s Tr

taszitasuk révén a cseppek robbanasdhoz vezetnelkf@orobbanés). A tdbbszérésen toltott

ionokbol kétféle mechanizmus szerint keletkezhetnek egyedi ionok. Az egyik modell az un.

maradéktokks modell, amely szerint az oldoszer parolgasa és a i@bulmbbanasok

kovetkeztében, egyedibbszordsen toltott iak keletkeznekA masik modell ionevaporacios

modell, amelyszerintaz ionokbdl egyediionoksn . i zol 81t i onok | °kRdh:i
Az electrapray ionizacio soran a fenti két folyamat parhuzamosan jatszédik le, nagyobb

t°megT mol ekul 8k eset ®n (pl . feh®r | ®k) i nk

molekuldk esetén inkdbb az ionevaporacié modegilakoribb

Folyadékaram

|

Porlasztogaz
bevezetés

+2-5kv
Uvegkapillaris

:, Széritéga’z/
"
°0 4—' [ ]

Szaritogaz

5. abra. az elektroporlasztasos technikai elvi felépitése[5]

Az el ectrospray ,thag innlagkiaizacds gngdszer| VRgyly &
ioni z8ci - sor8n t°lt®ssel rendel kezR mol ekul
M8si k nagy el Rnye, hogy folyad®kf8zis vizsg
egyik legelterjedtebb ionizagéljaras a folyadékkormatograffal kapcsolt technikak esetén.

11



2.2.3 Analizatorok
Az anali z8torok c¢c®I ja, hogy a kel etkezR i

meg tudjuk hat8rozni az egyes ionok intenzit
az aldbbi médon csoportosithiato

1 Magneses analizatorok

1 Kvadrupd tipusu analizatorok

1 Rep¢l ®si i dR anali z8torok

71 loncsapda analizatorok

1 lonciklotron rezonancia analizatorok
Szakdolgozatomban bemutatott eredményekhez -(EBD és ESRTOF tipusu

tomegspektrontéter ek et haszn8l tam, ez®rt ezen anali z

2.2.3.1 Kvadrupdl analizator (QQQ)

A kvadrupdl analizator négy hiperboloalaka fémradbdl all, amelyek térben egy
képzeletbeli téglatest négy hosszanti oldalan helyezkednék. élbra) Ezeke a rudakra
p8ronk®nt egyen ®s v8Ilt: -feszg¢l ts-keg atibsank ap ¢ s ¢
el helyezkedR r%d azonos potenci 8l on | esz, az
Az ionokat a négy rud kozé irdnyitjuk, hosszanti irdnyban.

A tdbmegszTr Rnek i s nefBed ez egyerdeszjltS8édydl sts s or 8§ n
valtéfesziltség amplitudojat valamint frekvenciajat valtoztatjuk. Az analizator belsejében olyan
folyamatosan valtozd elektromagneses tér jon létre, amely @amn o k a t fajl agos
(tbmeg/toltésy ¢ ggR p8l y8ra k®nyszer2ti. A pozitzv I
a pozitiv potencialiak pedig taszitani fogjdk. A rudak polarithsa a valtéfesziltség miatt
folyamatosan valtozik, igy az ionok egyZeb oszcillalé palyara kényszeriiinek. Az éppen
aktudlis kvadrupdlus tér miatt mindig csak egy olyan ion lesz, amely végig tud haladni az
analizatoron. A kialakult tér a tobbi ion rezg@snplitudojatfolyamatosan néveli, ennek
kovetkeztésben az ionok betek ®° znek a rudakba ®s ottt seml e
paraméter valtoztatasaval végig lehet pasztazni az teljes tomegspektrumot (SCAN méd), de egy

m/z kivalasztasaval single ion moritty (SIM mddban) is mérhetink.

12



U+Vcos(wt) ..

—[U+Vcos(wt)]

6. abra. A kvadrupdl analizator elvi felépitése [5].

2232Re p ¢ | @aalizator§Time of Flight d TOF)

Aregp ¢l ®si i dR analiz8tor mTk°od®si el7fv®t te
abra) technikai kivitelezése viszont nagy pontossagot igényel.

A kel et ke t)JRyorsitd rieszkiltaésegitségével egy | hosszusagu térbe
fokuszaljuk és mérjlketavme ®t el ®hez sz ¢iks®ges I dRt. Az az
azonos kinetikus energiaval rendelkez B :

P N
zZ="m&’==ma&,°==m &
SM G =omQ, =om, G,

Ahol z az ionok téltésd) a gyorsito fesziltségn az egyes ionok tomege,az egyes ionok

sebess®ge. Az azonos kinetibkBUsRenetmgggkami at
sebességgel rendelkeznek.

A fenti egyenl et bR ki fejezve az ionok sebes
\/m
V=
m

Mi v el i smer j fHossaisagae p ¢, | ®si ¢ s R

g=l=-_1 [m

v 2Q) V z
Vagyis a rep¢l ®si ieneRgy@kevel aranpos.k f aj |l agos t ° me
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Lézer

hv

lonforras és ionoptika Reptilési cso
(gyorsitas)

Mintatarto

Detektor

Up,','umlu

<
<

7.4bra.A r e p ¢ la@asizator dhdfelépitése [5]

A rep¢l ®si i dR 40°i1@'gnaegy s dgoé&nelset ®ahet R, ez
hogy az ionok ionforr8shb-| a repe¢l ®si anal i
kel l l enni e. Az i mpul zusszer T ingaddzas-nagy | az(
pontatl ans8got okoz a rep¢l ®si I dR m®r ®s ®b en

tomegét, ezért az inditdjel pontossagamasagysagrendbe esik. igy az is vilagossa valik, hogy
a TOF analizator technikai kivitelezéséhez miért saiikség nagy technikai pontossagra.

A TOF analiz8torral i § ®a) molekulaiat is hage g T (
®r z®kenys®ggel |l ehet vizsgs8lni, ennek k©°sz®°n

meghatarozasdban alkalmazzak ezt az analizatort.

2.2.4 Tandem tobmegspektrometria

Elektrontitk6zéses ionizacio soran az ionforrdsban a molekulaion mellett fragnnens
keletkeznek. Ezen fragmenk b R 1| tapasztal ati szabg8lyok al
kovetkeztetni. Lagyionizacios technikak esetén ilyen fragpdsio nem jon létre, vagyis
szerkezeti informacioé eléréshez valamilyen médon fragmentalnunk kell a molekulaiont.

Lagyionizacios technikak esetén a molekuldk szerkezeti képletietadritéséhez a
tandem tOmegsktrometrias modszerakyujthatnaksegitségt[11-13].

Tanden tomegspektrometria soran a fragmentaciora kivalasztott iont anyaionnak vagy
prekurzorionnak, a fragmenseket pedig | e8nyi
tomegspektrometrids eljarasok olyan médszerek, ahol anyaion lednyion kapcsolatot tudunk
medhatarozni

Ahhoz, hogy fragmensekhez jussunk az anyaiont valamilyen modszerrel fragmentalnunk kell.
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Az egyik legelterjedtebb modszer az lttgkzses aktivacio (CID). Az eljaras soran a
kivalasztott ioninertgazzal pl. Ar vagy Nb) Utkoztetjik,amolek@ k ki net i kus ener
energidva alakul &t, igy fragmentacié kdvetkezik be. Fragmentaciét mas maédon is el tudunk
®rni , p®l ds§gul infraver?os sug8frels§slsatlt etl © rtt X
Utkoztetéssel (SIDyagy nem rezonans gerjesztegSERI).

A tandem t°megspektrometri 8s m- dszereke
végezhetjik el. A térben elvélasztott tandem tdmegspektrigine QQQ rendszeren keresztul

lehet a legkbnnyebben bemutatmmelynek sematikus felépitését a 8. abran tlRtédti

Detektor

v

Ionforras —_—

8. abra. QQQ tipusu tdmegspektrométer Utkdzési cellajanak felépitése

A QQQ rendszer hg8rom ki éa@kvadupsldk azeagaliz&t®@g b R |
szerepét toltik be, akvadrupdlitkozési cellaként Gzemel.

Mindkét analizator szabéalyozhatd y , hogy egy el Rre megado
pasztazzon vagy csak egyetlen, kivalasztott iont engedjen at.

A QQQ rendszerben az aldbbi MS/MS mérési modok valdsithatéak meg:

T Sz¢l Ri on anal?2zis (Precursor ion scan)

f Termékion analizis (Product ion scan)

1 Semlges tomegvesztés analizis (Neutral loss scan)

1

Kivalasztott reakcié kdvetése (Sekedteaction monitoring)

Sz ¢ | Ri o sorda ammabotlilz anaizatort egy adott leanyion regisztralasara allitjuk,
az el sR analiz8tort pedi gigypd8tektAlni §udjuk azgkateamm - d b

sz¢l Ri onokat, amelyek a kiv8lasztott | e8nyio

Termékion analizic or §n az el sR anali z8torba egy e
engedjik be, ezt az iont az Utkdzeési celldban fragrtetié, majd a masodik vadrupol
segitségével felvessziik a leanyiotnakdem tomegspektruan
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A semleges tOmegveszi@salizis esetén mindkét analizatoésptazéd zemmaodban
hasznaljukA tdmegtartomanyokat annak flggvényében allitjuk be, hogy milyen kilénbséget
szeretnénk deté&lni. Példaul, ha vizvesztést szeretnénk detektalni a két analizator kozott,

akkor egy allad6 18 tomegszamnyi kilénbséget kell beallitanunk.

Kivalasztott reakcié kévetéseran mindkét analizatoron eggy témegeengedinlét.
Az el sR analiz8toron kiv8lasztjuk az anyaior
egy adott leanyiont engedink at. Az MRM vagyis Mulitple Reaction Monitoring funkcié a
SIM-hez képest tébb informaciét nyujt, ugyanis ebben az esetben nehargm tébb reakcid

szimultan vizsgalatat is elvégezhetjuk.

2.2.5 Detektor

A detektor feladata, hogy az ionforrasban keletkezett és az analizatorban elvalasztott
ionokat észlelje és azok relativ intenzitasat meghatarozza. Egy detektornak tehat a két
legfontosab tulajdonsaga a linearitas, vagyis az a tulajdonsaga, hogy a becsapddo ionokkal
ar8nyos jelet kapjunk, valamint a megfelelR
meg.

Az egyik detektortipus, ami megfelel a fent allitott kdvetelményekneke&ir@nsokszorozo.

Az el ektronsokszoroz:- sok, egyre pozit2zvabhb
analizatorbdl tavozo ionok egy fémfellletbe Utk6znek bele, elektronokat Utnek ki. Ezek a
szekunder el ektronok a p el indumnakél tbecgapétnakés i 81 o
onnét ismét elektronok tavoznak el, végul egy elektronkaszkad alakul ki, igy torténik az

er Rs2t ®sh.®t Akn&rg yhsa8tg r iselédhbtiénk.i er Rs 2t ®s't

Az el ektronsokszoroz:- n®h§8ny ea®inickammelz b R
electron multiplier, vagy réviden channeltron. Ebben az esetben folytonos sokszorositast
tudunk el v®gezni. A channeltron egy ker 8mi ac
channeltronrnagy el Rnye, hogy az el ektronsoaaktszor oz

kevesebb helyet foglal el.

16



226AdatgyUjtS rendszer

Ahhoz, hogy a tdmegspektrumot megkapjuk, a detektorrdl a jelet at kell vinniink egy
sz8m2t - g®pr e. Ki menR acduattper&econd; s hbe ar @8nhyo8$mma
valtozo feszultségjelet kapunkzteaz analdg jelet az ADC konvertereken keresztil kuldjuk
tov8bb a sz8&8m2t.g®p fel ®. Az ADC kommarter °
vt el ez a fesz¢glts®g jel bRI ®s ezt bin8ris Kk

2.3 A tdmegspektrum

A kapott digitalis jelet valamilyen adatfeldolgoz6 szoftver segitségével alakithatjuk at
tomegpektrumma Tomegspektrumnak nevezzik azt a dwfit, amelyen az intenzist
(belitésszamot) abrazoljuk@meg/toltés fuggvenyében.

A t°megspektrum seg?2ts®g®vel mind minRs®g
a Vvizsgsglt rendszerr RI . Mi nRs ®qgi i nfor m8ci
kelet Kk €z Rg me n s e kill. eZekmetenatésfbbjuthatunk. Tapasztalati szabalyok
alapjagnugyani s ez ek s e gauizsg@tgnlelalh szérkedet®Blgndytsdgie t R

informaciot a molekulaion csucs alatti teriletének integréalja szolgaltat.

2.4 Tomegspektrumok 6sszehasonlitasara szolgaldo matematikai
modszerek alapjali

A t°megspektrumokat a spektrumban megj el
tomegekhez tartozd intenzitas értékekkdlatjuk le Ezeket a tomeqtenzitas értékeket
tekinthetjuk ugy, mihegy vektor elemeit egy n dimenzids vektortérben. Amikor spektrumokat
szeretnénk 6sszehasonlitaadtkor- matematikai szempontbékezek kdzott a vektorok kozott
kell valamilyen kapcsolatot megallapitanurk. s pektrumker esR al gori tn
O0sszehasonlitasa esetén is a fent emlitett vektod@d#t szamolnak kilonbségeket.

Altalaban az alabbi eljaras szerint keresnek ezek az algoritmusok:

El Rsz°r a veéeRmengekb e gizshhkRIsRrgel®tmeghat 8§r oz
szTk t°megt dlyeltebérhétrely a vektomknisszetartozé tdmegei egymistol
15], ha ennél nagyobb kuloségek allnakent a két spektrumok koézotkkoraz adott csucs

nincs jelen az dsszehasonlitandé mintalbten ez az egyezés fennddl,spektrumok kozotti
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kulonbséget csak az imatasok kézott szamoljdki . Ez ®r t esakla®isteRatdsoke k b e n

kozoth kulonbséget szamité modszerek elvi alapjait mutatjuk be.

2.5 Leggyakrabban alkalmazott spektrum 6sszehasonlito
modszerek

A szakirodal omban publi k8lt spektrumkeres
veszik alapul, altalaban az egyes moédszereket grmmaodositott formaban hasznaljak.
Gyakran az intenzitasok négyzetgydkével szamoljdk az dsszehasonl6 fliggvEreketnek
oka abban keresendR, hogy t°megspektrometri 8
eloszlast kove{l7]. Az dsszehasonlitasi fliggvény értékét a nagyobb intenzitasu csucsok
nagyobb sullyal hatarozzak meg. Abban az esetben, ha transzformaljuk az intenzitasok értékét
a csucsok eloszlasa a normal eloszlasra kezd hasonlitani ébladssesok nagyobb sullyal

hatarozzak meg az 6sszehasonlitasi fuggvény értékét.

2.5.1 Algebrai médszerek

2.5.1.1 Négyzetes eltérés

A négyzetes eltérés szamitas a legtdbb statisztai modszer plapgianciaanalizis
A négyzetes eltérések dsszegét (Sum of Squamgskaphatjuk meg, hogyha vesszik a két
0sszehasonitani kivant intenzitasvekt@itozoit, képezzik ezek kilénbségének négyzetét,

majd °sszeadjuk Rket:
f=a0-y)°

Ahol x: az egyik vektor valtozéja;: a masik vektor valtozoja.

2.5.1.2 Abszolut értékeseltérés

Mas 6sszehasonlitasi modszerhez jutumk,vessziik za intenzitasvektorokvaltozéinak
kulonbségét és ennek abszadftékét. Vagyis az 6sszehasonlitd fliggvényt az alabbi alakban

irhatjuk fel.
f= a. |Xi - Yi|

Ahol x: az egyik vektor valtwoja,yi: a masik vektor valtozoja
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2.5.1.3 Skalaris szorzat

Definici6 [18]:
Legyen U ={u,,..u.} a valos test feletti U veges dimenzios vektortér egy bazisa.

E térx = § XU, ésy = g YU, vektorainak e bazisdban megadott skalaris szorzatan az

(xy)= a. X Yi

szamot eértjuk.

A fenti definicibnak megf | el Ren a skal 8ris szorzat egy ve
skalar[14].

Jelen esetben a vektorok az egyes cslUcsok intenzitasait tartalmazzak. Két spektrum

0sszehasonlitdssetén kiszamoljuk ezen vektorok skalaris szorzatét

Spektrumadatb8zi sok keresR algoritmusk®nt gy
madositott formajatl9, 20]:

axg,

COSC]:'—"

ax o’

Ahol,xiésyiaz ugyanazon t°megT cs¥%cs k®t k¢l onboz
pedig a két vektor altal bezart sz6g. Mint lathaté ebben az esetben az egyes vektorokat
norm8l juk saj 8t hosszukkal. A Ahasonl 40 spek

hi szen minden megfelel Ren norm8lt vektor ©°nm

2.5.1.4 Gyokos skaléris szorzat

Spektrumadat b8zi sok keresR algoritmusk®nt gy

modositotformajat amelyben a csucsintenzitasok néggyéke szerepel:

"a'lvxi qu

COSC{:i—

jax o
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2.5.2 Statisztikai moédszerek

2.5.2.1 A Pearson- féle teljes korrelacios koefficiens

Ha X ®s Y f¢gggetlen val-sz2nTs®gi v8l toz- k,
kovarianciajd21].

c=P{x- POOIY - POV}
Mivel X ®s Y val -sz2nTs®gi v8ltoz-k f¢gggetle
|l esz egyenl R.
Att - | f¢ggRen, hogy milyen val -sz2npblis@sgibv§l
koz® teahevaR.- sk® nTs ®g|i v8l toz- °sszef ¢gg®s ®n

kozott megszabni, ezért definialjulkarrelacios koefficienst

- = Fllx- POOILY - PO
D(X)D(Y)

A kovariancia abszol Yt ®rt ®ke nem | ehet naog
szorzaénal, igy belathatd, hogy r értéke és +1 kdzeé esik. A korrelacids egyitthatd X és Y

val -sz2nTs®gi v8&8ltoz-k f¢sg¢ggRs®g®t, vagyis ka
Abban az esetben, ha r = 1, akkor csak azt
valtozo kozott linearis kapcsolat all fent. Vagyis a korrelaciés koefficiens nem egy
flggvénykapcsolatot ad meg két valtozo kozott, csak linearitast mér.

A -a mintdbdl az aldbbi modon lehet becsulni:

A (% - 9 - V)

i=1

\/an. (Xi - )_()2\/.8?. (yi - 7)2

i=1 i=1

r =

Ezt a mennyiséget nevezzBkarsonféle korrelacios egyutthatonak

Eztaformatfogi k a k ®s Rb b i e kobtes megiegyezhi,dhagy ha gindkét valtozo

nor m§|l el oszl| 8§sb- | sz8rmazi k, akkor a korrel
f ¢ggRs®g®nek, mertvahosm8&§hTe®RgbszhE8sbanm - & ko z-

kival nem lehet mas kapcsolat.
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Ha m8&s eloszI|l §sb-1 sz8&rmaz- val - -sz2nTs®gi V8§

akkor m®g nem |l ehet egy®rtel mfewe. megmondani,

2.5.2.2 Gyokos korrelacios koefficiens

A korrelacios koefficiens modositott formajat is gyakran alkalmazzak a spektrumok

0sszehasonlitasaKag)].
A (% - WY VD)
\/a (x - &)Ja Wy, -9’

r =

Ez a m-dos?2tott forma annyiban k¢l °nb°zik
intenzitasokkal, hanem négyzetgyokikkel szamolunk. Ennek okéat a korabbiak folyaman mar

részleteztik.

2.5.2.3 Rangsorolason alapulé nem-paraméteres probak

Abban az esetben, ha nemor m§ | el oszl| §s Yiak a val -sz2nT:
egy¢tthat -k nagy h8tr8nya, hog9. nem tudj 8k |
A rangokat alkalmazé médszerek hadzsat a ak kor mer ¢l fel, ha a \
normal eloszlasuak, de sorrendiséget meg lehet allapitani kdAggyakrabban adatbazis
keresések soran alkalmazzak, ahol a pontos intenzitasegyezés nem fontos sz&mpont.
adatokat az a mintdban megarozott rangjukkal helyettesithetjik. A rangok kiszamitasat agy
tehetjuk meg, hogy a vektorok valtozoit paronként rendezzik, majd értékiket a mintaban
elfoglalt helytik szerinti sorszammal helyettesitjik.

1 Spermanféle rangkorrelaciés egyutthatd
Ha az egik minta elemeinél a rangokatel a masik minta elemeinek rangjait pedigel
jeloljik, akkor a rangkorrelacigagyitthatot az alabbi alakban irhatjuk fel.

A0 -1)s -9

i=1

r =

Jé (r, - r)ZJé (s - 52

i=1 i=1

Ez a mennyi s®g teljesen anal -g a korrel 8ci -

inkabb linearissa tettik a kifejezést.

21



1 Flggetlenségi vizsgalatok

A korrel 8ci-s egy¢tthat -k | egnagyobb h8tr 8§8n)
linearitAstm®r az egyes Vv8ltoz- -k k°z°ott. Ezt a prot
hasznalataval lehet kikiiszobolni. llyen médszerek: Kiéridee tau, vagy nagy mintaszam

eset &pr -ab ac. Ezen m-dszerekre nem szemdet n®Kk

v®geredm®nyben nem al kal maztuk Rket.

A szakirodalomban egyre gyakrabban hasznalnak rangokat alkalmaz6 modszereket. Ennek oka,
hogy az relativ intenzisok értékée r Rsen bef ol y8sol | a, hogy mil
jutunk el hozzajuk, és sok fragmes s e | rendel kezR anyagok eset G

véltani rangjukkal is. igy szamos ragokat hasznal6 algoritmus talalhaté a szakirodgla@ban

27).
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3 Kisérleti rész

3.1 Felhasznaltvegyszerek

Az alabbi standard anyagokat hasznalkasérleti munka soran

Név '[isztaség Szallito

6-aminokapronsav 099 % SigmaAldrich
U-aminoadipinsav p.a SigmaAldrich
Adenozin 09 9 % SigmaAldrich
Leucinenkefalin O 9% SigmaAldrich
Raffin6z 098 % SigmaAldrich

Az alabbi oldoszereket hasznéaltam:

Név Tisztasag Szallité

Viz LC-MS SigmaAldrich
Acetonitril LC-MS SigmaAldrich
Metanol LC-MS SigmaAldrich

3.2 Standard oldatok

A standard oldatok készitésekor az alamiddon jartam el: 1 mg szilard standard
anyagot kimértem, hozzdadtam 1 ml oldészert, homogenizaltam, ha szikséges volt
centrifugaltam, majd a térzsoldat tizszeres és szazszoros higitasat készitettem el.

A leucinenkdalin standard oldatot ACN: H20 1:1 asdl elegyével, a-aminokapronsav, az
amincadipinsav és az adenozin standard oldatokat tiszta metanollal, a raffin6z standard oldatot
MeOH:H.0 1:1, 1% NaCl oldoszerrel készitettem el.
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3.3 Alkalmazott totmegspektrométerek

Harom tdmegspektrongren végeztinkizsgélatokat
1 Waters Micromass Quattro
T Waters QTOF Premier
1 Agilent6460

3.4 Meérésikortlmények
3.4.1 Mintaadagolas

Direkt adagolasos (infuziés) technikat alkalmaztam a mintabevitel sordn. Az alabbi
modon jartam el minden minta bevitele soran:

1ml-es Hamiltonf ec skendRbe felsz2vtam a standard
csatlakoztattam egy kapilléarist. A kapillaris méasik végét kdzvetlenil az ionforrasba kétottem
be. A Hamilton fecskendRt behelyeztem egy Y

sebességet Mositott.

3.4.2 Mérési paraméterek optimalasa

3.4.2.1 Waters késziléekek

Ahhoz, hogy a példavegyuletek spektrumait 6ssze tudjuk hasonlitani, azonos kisérleti
korilményeket kell alkalmaznunk. A kisérleti korilmények megvalasztasa soran az alabbi
legfontosabb paramétket tudjukmindkét készilékeheallitani:

A Polaritas

Cone fesziltség
Kapillaris fesziiltség
lon energia

LM, HM felbontas

Utkozési energia

> > > > > >

Utkozési gaz nyomasa
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Méréseink soran az Utkdzési energia értékét valtoztattuk, a tobbi paraméter értékeét
allanddan tdaottuk. Az egyes készulékek esetén ezeket a paramétereket gy valasztottuk meg,
hogy a legkdnnyebben fragmentalodo anyag se szenvedjen bomlast kis Utk6zési energia értéket
hasznalva.

A bedllitott paraméterek az egyes készllékek esetén:

9 Micromass Quattro

Polaritas Pozitiv
Cone feszulltséfkVv 10
Kapillaris fesziltségkV | 35
lon energia 1 05
LM felbontéas 15
HM felbontas 15
lon energia 2 3,0

A Cone fesziiltséget Ugy hataroztuk meg, hogy még a legjolragmentalédé molekuke

szenvedjen bomlasd, tébbi paramétert a maximalis ionintenzitasra optimaltuk.

1 QTOFPremier

Polaritas Pozitiv

Cone feszuiltség/ kV 15

Sampling coné V 5

Extaction coné V 0
Kapillaris feszultsegkVv | 2,8

lon energia 1 1

LM felbontés 48
HM felbontas 15
lon energia&2 30
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1 Agilent 6460

Polaritas Pozitiv

Fragmentor feszultsdgy | 50
Kapillaris fesziltségkV | 3,5
Forr 8s hRm®r 350

Az Agilent6460késziilék paramétereinek bedllitasakor is hasonlé médon jartunk el, mint
a két Waters készulék esetén. Ebben az esetben viszont az itk6zési energiat (és természetesen

a polaritast) leszamitva egyetlen parameédtoztatta meg a spektrumot drasztikusan.

3.5 A modellvegytiletek kivalasztas a

El Rsz°r model |l vegy¢l et ek et irewdgyletspecifikud t u n k
a konverzid akészulélek kozott. Valasztasunk olyan anyagokra esett, amelyekeggy
vegyllets al §dot k®pvisel nek ®s k°ztudottan m8s

hozzajuk. Ezen felll a modellvegylleteknek az aldbbi szempontnak is meg kellett felelnitk:

1 A mérések 6sszehasonlithatésaga vegett az dsszes vegyllet mérése sordn azonos
mérési kodlményeket, paramétereket kellett bedllitanunk, ilyen beallitasok
mell ett is elegendRen intenz2v ®s nem
adniuk az anyagoknak.

T Mol ekul at ®°megg¢k k¢l ©°nb°zR l egyen, h o ¢
vizsgalhassuk.

T Mindhaimm k®sz ¢l ®ken i ntenz2ven ®szl|l el het
A fenti szempontok alapjan az alabbi 6t modellvegyuletet valasztottam:

leucinenkefalin
U-aminoadipinsav
6-aminokapronsav

raffin6z

= =2 =2 4 =

adenozin
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3.5.1 leucin-enkefalin

0 e -
N/\TN\)J\N\\‘ N
i 1O H o0
HO 2 07 “OH

9. abra. A leucin-enkefalin szerkezeti képlete

A leucinenkefdin egy pentapeptid amely az egyik legismertebb és legtobbet
tanulmanyozottomegspektrometrias standd&8]. Szekvencigjalyr-Gly-Gly-Pheleu.

Atermészetben is | R f ,@zrechlari agybameurontranszmitteszerepet tolt bey ¢-
ésu-opioid receptorok agonistaja

3.5.2 U-amino-adipinsav

Az U-aminoadipinsav, mint ahogy a neve is utal r4, az aminosavak nagy csaladjaba

tar t ozi k. Hab§8r nem feh®rjeal kot - ami nosayv
szint®zi s®nek intermediere. Ez a vegy¢l et
v8l aszt88sunk az®rt erre a molekul 8ra esett

kbnnyen m®r hetR a pozit2v ion m-dban.

NH,

HO OH

10. &bra. Az alpha-amino-adipinsav szerkezeti képlete
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3.5.3 6-amino-kapronsav

OH
HZNA/\/Y

o

11.abra. A 6-aminokapronsav szerkezeti képlete

A 6-aminokapronsav a lizin egyik szarmazéka, ezaltal gatdigrae haté enzimeket,
mint p® d8ul a plazmin mTk°d®s®t, amely a v
aGaminck apronsav el Rseg2ti a v®ralvad§8st.

3.5.4 raffin6z

OH OH
0]
HO
OH
0]
OH
HO © 0
HO 0
OH
0
OH OH

12.4bra. A raffin6z szerkezeti képlete

Araffin-z a nagyt°megT modell vegye¢l eteink
enkefalinhoz &ll a legkdzelebb. A raffindfzuktdézbdl, gllkézbdl és galaktozbdl allo
triszacharid, term®szetben k¢l °nb°zR hegvel ye
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3.5.5 adenozin

NH
N \N
Y
HO 3 <N | N,)

OH OH

13.4bra. Az adenozin szerkezeti képlete

Az adenozin t ©°meg®t tekintve pont f ® Yt
modellvegylleteink kozo6tt. Valasztasunk éenti meggondolast leszamitvazeért is esett az

adenozinra, mert a sxezetek biokémiai folyamatai elképzelhetetlenek e vegyilet nélkul

3.6 A kivalasztott modellvegyiletek legfontosabb fragmensei

Az Osszehasonlitas szenmp@dbol az egyik legfontosabb ®r d ®s a megf el el R
Ami nRs®gTo fragmens kiv8laszt8sa. Egyr®szt,
tudjuk hasonlitani apektrumokat, masrészt elég intenzivnek is kell lennitik, vagyis ki kell
kétntink egy minimalis intenzitas hatart, amit még elfogadunk.

Ez azért is nehéz kérdés, mert lehet, hogy az egyik kis intenzitasu csucs egy fontos bomlasi
termék, de ilyen kis intenzita mellett olyan nagy a szérasa, hogy nem j6 alap az
0sszehasonlitasa. Tovabba, barmennyire is csak egy vegyllet fragmenseit vizsgéljuk,
szennyezRanyagok mindig jelen | ehetnek, 2gy
ez a probléma leginkabb askintenzitasu csucsoknal all fent. A fentiek fényében agy jartunk
el, hogycsak azokat a csucsokat vettik figyelembe, amelyek valamilyen ttkozési ed€rgian
%-nal nagyobbvolt a relativ intenzitda Ahol sok, kis intenzitasu fragmens jelent meg
egyszerremegnéztik, hogy ezek a kis fragmensek minden késziléknélkiatshia igen
el fogadtuk Rket.

A vizsgalatokhoz aalabbifragmenseketalasztottuk ki:
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leucinenkefalin

miz o1 120 | 136 | 278 | 279 | 397 425| 538 | 556
Fragmens | = Nem F Ll Y | b3 | y2 | & | bs| MH-H0 | MH*
tlpusa azonositott

a - amincadipinsav

m/z 162:
m/z 144:
m/z 116:
m/z 98:
m/z70:
m/z 55:

A molekula protonalt molekulaionja

A fragmens a molekulaionbdl keletkezik vizvesztéssel

Ald42-es fragmensbRI kel etkezi k CO veszt:!
All6le s f r alyimvesztésbeRkeletkezik

A98as fragmensbRI kel etkezik CO veszt ®s
A6%es t°megT fragmensbRI keletkezik NH

6-aminokapronsav

m/z 132:
m/z114:
m/z 96:
m/z79:
m/z 73:

raffin6z

m/z 527:
m/z 365:

m/z 203;
m/z185:

adenozin

m/z 268:
m/z 136:
m/z 119:

A protonalt molekulaion témege

A molekulaionbdl keletkezik vizvesztéds

All42-es fragmensbRI kel etkezi k vZzZzveszt:!
A9%lles fragmensbRI kel etkezi k NH3 veszi

nem azonositott fragmens

A molekula Na+ adduktjaMinden egyes fragmens Na+ adduktként latszik

A molekulaion veszit egy cukorrészt, azonban nem tudjuk megmondani, hogy
melyik cukrot, mert 6sszegképletre mindharom vegyulet azonos.

A365es t°megT diszacharid i sm®t vesz?2t

A203es fragmensbRI kel etkezik v2zveszt®

Az adenozin protonalt molekulaionja
A protonalt molekulaionbdl dezoxiribéz leadasaval keletkezik.

Al36o0s fragmensbRI, amm- nia veszt ®ssel k
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m/z 109 nem azonosito z e r kfragmens T

3.7 A szérasmérési idSfiiggése

A tandem tomegspektrum csdcsintenziasaisatraa f ¢ gg a m®r ®s i i d

meghatarozaséraaz aldbbi kisérlesorozatot végeztik el: a leuedmkefalin tandem

tomegpektrumait 2@V-os Utkdzeési energia felhasznalasavale | t ®r R vet@kfe®s i | d R
Waters QTOF Premier k®szg¢| ®KIsnés, 12s,30Ws, 8081 as zt
voltak. Tizparhuzamosn®r ®st v ®gezt ¢k el mi nden egyes m®

3.8 A mert spektrumok értékelése ésa kiseérleti korilmények
kozotti konverzio meghatarozasa

A Waters Micromass, valamint a Waters QTOF Premier tipusu készllékeink azonos
szoftverrel rendelkeznek. A Mdsgmx (4.1 verzio) szoftverrel vezéreltuk a két
tomegspektrométert és ugyanezzel a szoftverrel értékelsdekirumokat

Az Agilen t k®sz¢l ®k eset ®ben Ma s s Hunter n e
t°megspektrom®tert ®s Qualitative Analysis
spektrumok kiértékeléséhez.

A Waters Micromass és a Waters QTOF Premier készllékek esetén meéréginket
végeztik, hogy minden egyes Utk6zési energian felvett spektrumot kilon f4jlba mentettik. A
mérések elvégzése utan a két késziléken dsszesen2kbPeméresi fajlal rendelkeztink.

Minden egyes spektrum kiértékelésekor az aldbbi médon jartunk el:

Integrltuk a teljes ionkromatogramot, igy eredményil egy atlagspektrumot kaptunk,
majd képeztilk a kapott csucsok centroidjat €s exportaltuk a timMeegitas parokag
Microsoft Excel programba. A spektrumok tovabbi értekel@gst Excel Makrd program
segitségvelv ®gezt ¢k el . Ez k°vetRen rendel kez®s ¢ nk
intenzit8s pS8rjai. Ezek k©°zg¢gl ki kel l ett v 8
hozzajuk tartozé maximalis intenzitdsokat, igy minden egyes spektrumetgggipnegd
intenzitas vektorral tudtuk jellemezni.

Az Osszehasonlithatosag érdekében a csucsintenzitdsokalast is el kellett
végeznink. Az adatok kivalogatasat és normalasat egy Microsoft Excel makré segitségével
vegeztke |l . A fenti mT v egyee angg mioderaegyed ltkizésnedesgidjan

felvett spektrumra el kellett végeznink.
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Eredményll egy olyan tablazatot kaptunk, amelyben megtalalhatd minden egyes
utkdzeési energian felvett spektrum torretativ intenzitas parjai.

Az Agilent készilék eséni a kordbbiakkal ellentétbeinegy fajlba rogzitettik az
0sszes Utkozeési energian felvett spektrumokat. A kiértékelést is mashogy végeztik el: vehettik
az egyes anyagok esetén mar korabban meghatarozott témegeket és az ezekidez tart
ionkromatogrammokaexpataljuk ki. Ezutan eg¥xcelmakré segitségével ezeket az exportélt
ionkr omat ogr ammokat §tl agoltuk az interscane
intenzitdsokhoz jutottunk.Az abszol(t intenzitasok normalasat az egyes fragmensek

intenzitdsanak 6sszegével végeztik el.

A k¢l °nb°zR k2s®r | et izio meghatgrbzdsdhozaehkn késAlek® t t i
et k°z®si e n eéumgit hradon)iptyIk 0sszagyenlissaks a hasonlésagukagy
M®r Rs z § mmaik azjrodalnli dsspnefaglaléban részletezett médsaerkk
1 Algebrai modszerek: négyzetes eltérés, abszolésgt@térés, skalarszorzat, skalaris
szorzataz intenzitdsok gydkének figyelembevételével
9 Statisztikai médszerek: korrelacios koefficiens, gyokos korrelacios koeffit{easi+
féle fuggetlenségi modszer
A harom késziléket kettesével parositottuk éisszes lehetséges modon kiszamoltuk a
k¢l ©°nb°zR ¢ hdz tanoRSstimegspeldrungtias®nlosagat A | egj obban
spektrumokhoz tartozd Utkdzési energidkat parositottuk egymassal. Ha ezeket a parokat
abrazoljuk, a két készulék kozotti konvewzifiiggvényt kapjuk eredményihz tkozési
energiak parositasaval kaphtinverziés fliggvény meghataésata 14.4bran szemléltettik.
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R
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14.4bra. A konverzios fuggvény egyes pontjainak meghatarozasanak modszere.

A v2zszintes t8bl 88zat a Waters QTORed®r emi er
azokat a Waters Quattro Micro tomegspektrométeren alkalmaikiizési energiakat
tartalmazzaamelyek esetén a spektrumoknak a legnagydidsanldésagaiz attekinh et Rs ® g
kedvéért csala z e | s R htlgrzési energia parait tintettik fele természetesen az
0sszes part be lehetne jel6Ini.

A konverzids fuggvény megmondja, hogy az egyik készilék Utkdzesi energidja a masik
késziiléken milyen értéknek felel megj 22 | e n k o n koeverzias Sidneenycsak edy
elnevezés, matematikai értelemben nem viselkedik fliggvényként. A fentiek alapjan
egy®rtel mifen | 8tszik, hogy Adiszkr®t esetet 0
az utkozeési energia parokvalamilyen polinomot illesztiink és az egyes készulékek kozott
ezeket a polinomokat hasonl 2tan8nk ©°ssze. Eh
sok készilléken csak egész szamu utkozési energiat lehet bedllitani. igy értelmetlen lenne

barmilyen \al6és szammal jellemezni megfeleltetést.
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A fent vazolt szamitasokhoz készitettink &gcel makrot, ame | ynek ke z &5 Rf el ¢ |

abréan tuntettik felAz Excel Makré programozaséat nem én végeztem el.

Al e fe Calculate
A B C D E F G H I ] K L M

1 |Ca|cu|ate_| Expl Exp2

2 Sheet Nr 5 %|Compare Function R S

3 StartCel 3 2| Row, Column index Clear Calculate Similarity Derivative

4 EndCel 48 10| Row, Column index

5 compare function ] Function O=(x-y)*2, 1=absixy), 2=1-Dot Product, 3= Zhang, 4=5qrt Zhang, S5=corr. coef a gyokre, 6= corr. coef
[ No. repetitions 3 3

7 Min value 1

] Max value 50

9 Result Type 1 0= many celumns, other= 1 columns Compound Name |Leuenk: Agilent vs Micro max difference
10 Vecoll 36
1 Max difference 0.25939
12 Agilent_1 Micro_LeuEnk_1 Compare Function 5td. dev %
13 1 9 9.82329E-06 0.260689
14 2 10 1.53073-05 0394802 (e AP T
15 3 10 1.93872E-05 0.456479
16 4 11 6.91141E-05 0.495375 ) CE TR ‘
17 5 11 9.41169E-05 0.695632
15 6 11 0.0001869  0.811662
19 7 13 9.1768BE-05 0.603924
20 B 13 0.000205145' 0.965018

15. abra. Az altalunk készitett Excel makré grafikus felll ete.

Az k®sz¢l ®kek ¢t koz®si ener gi af ¢gcglkblagap e k't r u
egyes munkalapjain talalhatéak,Ezcelmakré tébb funkciot iellat:
1 Calculate:K¢ | © n Bs3zeMsonlitasi fliggvénnyel kiszamolja két készilék kozott a
konverzbs fliggvenyt.
1 Clear: Letorli a kiszamolt Utkdzési energia parokat.
Get MS SpectrumAz egyik készlléknegadtt Utkbzési energidhoz megkeresi a masik
k®sz¢l ®k me g énerpid@gat. Ryjd ggyrkad m@lé kirajzolja ehhez a két
Utko6zési energiahoz tartdspektrumokat
1 Show max difference: az 6sszeparositott tkdzési energidk kozul kivalasztja azt a part,
amelyek egymashoz képest vett eltérése a legnagyobb és kirajzolja ezekhez az Utkdzési

energiakhoz tartozé spektrumokat

A f¢gggetl ens®gi m-dszert az RurdbhdliwR ast at i
modellvegyiletek spektrumaira. A leuankefalint leszamitva a tobbi vegytletre nem adott
kiel ® g2t R eredm®nyt, ugyani s a t°bbiokavegyg¢l
hasznalé moédszerekhez legalab® 8agmens megléte sziikséges. Eaédnodszer nem tudott
kulonbséget tenni a spektrumok kdzott, igy ezt a modszert csak teszteltiik, de nem hasznaltuk

konverziés figgvény meghatarozasara.
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A modellvegyuletek kozil a raffézt nagy intenzitassal regisztraltuk a két Waters
k®sz¢l ®ken, viszont az Agilent k®sz¢ |l ®ken a

ennek a modell vegye¢l etnek a konverzi-s f¢gggyv
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4 Eredmenyek és értekatsik

4.1 Tandem tdmegspektrumok reprodukéalhatosaga

Az egyes készulékek hasznélata esetén fontos tudnunk, hogy az azonos kérilmények
kozott, dek ¢ | © nibd°RzbRen f el vett spektrumok milyen m®
milyen a spektrumok reprodukaldatiga. Ennek vizsgdlda k2 s ®r | et ek ©°©sszehe
kell elvégeznink, ugyanis, tudnunk kell, mik a valédi kilonbségek két készllék kozott és mi
fakad a tomegspektrométer szorasabol (plz a@lektronikus zajbdl) A spektrumok
reprodukalhatésdganakidéskorét a leuciankefalin példdjan keresztil szeretném bemutatni
a Waters QTOF Premier készulék esetebamkam soraniz parhuzamos méréstgezternel
20eV utkozési energidasznalva

Ha megnézink két egymas utani spektruracpektrumok jél hasditanak egymasra,
csakkevéskilonbsegeszlelheR(16. abra)

100- 278
397
LI 120
% 205 221
1 177 279 398
136 262 425
178 234 ;BD 380 |399 |426
] 86 137 323 3753 443793 510 ' 556
0 | ' L 1 318““11;]._1._ Ll i " o LA
M T IBRARE R R A R A S AL B R R N L AN LR RALAD AN RN
100~ 278 397
i 120
%
- 177 208 279
221
0 262 398
136 425
178 | [234 280323 335347 380 [399 |426
i 86 I l ke L l/ 1 /44349§ 510 hhb
U.|”.q.”.“¥ L Ll o LH.*.”EL P T S U |

TITrTTTrrrrprrrT T DR A A I"''I''"I""I""I""I""I"r"!Z

=
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

16. abra. A leucin -enkefalin két egymas utan felvett témegspektruma
20eV Utkdzési energian.
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Példaul al77-es csucs, valamint az 588 csucs intenzitdsa méas a két esetben. Vagyis
ugyanolym k2 s®r | et i k°r ¢l m®nyek, ugyanol yan k®s
kulonbségek latszanak a spektrumok kozott. Ezeket a kiulonbségetebanérdemes
valamilyen m-don sz8mszerTs2teni, valamilyen

Abban az esetben, ha az atigt intenzitasokkalvagyis betutésszam értékekkel dolgozunk

és abrazoljuk az egyes csucsok intenzitasat szérasuk fuggvényEhéehoz jutunk:

Széras kps
= N
= ol N (&)

o
o

0 500 1000 1500 2000 2500
Csucsintenzitdscps

17. abra. leucin-enkefalin csucsainak szérasa abszol(t intenzitasuk fliggvényében

Ahogy a 17. &bran is lattg a szoras csak kis mértékben fligg a csucsok abszolut
intenzitasatol, hiszen tobb szézszoros intenzitas kulonbség csupans2dsos szorasbeli
kulénbséget okoz. Ez azzal a kdvetkezménnyel jar, hogy a nagy intenzitasu csucsok relativ
szorasa viszonylakjcsi, mig a kis intenzitasuaké nagy.

Relativ intenzitashoz az abszoluitanzitds& normalagaval jutunk. Tobb normalasi
| ehet Rs @29: no®éllatunk ka bazis csucs intenzitdsaval, vagy az 6sszes csucs
intenzitds 0sszegével ibla szoras blyett reldiv széras hasznalunksokkal zemléletesebb
képet kaphatunk a csucsok reprodukalhatosagarol.

Abban az esetben, ha abrazoljuk a csucsok relativ intenzitasat sdéatask (RSD)

flggvényében, az alabbi abrat kapjuk eredményuil:
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