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Spektrometria mas

Technika analityczna, która umożliwia uzyskanie informacji na temat:

 masy cząsteczkowej
 struktury chemicznej 
 ilości oznaczanych związków

Technika analityczna umożliwiająca rozdzielenie zjonizowanych 
związków na podstawie stosunku ich ładunku do masy (m/z)



Spektrometria mas

Etapy procedury analitycznej opartej o spektrometrię mas:

jonizacja próbki   [w źródle jonizacji]

↓ 

rozdzielenie wytworzonych jonów [w analizatorze]

↓

wykrywanie jonów  [w detektorze]

↓

interpretacja widm masowych 



Budowa spektrometru mas

Główne moduły    → Detektor
Analizator 

mas
Żródło

jonizacji

Układ wysokiej 
próżni

Pompy wstępne
Pompy turbo

Pompy rotacyjne

Spektrometria mas



Procesy zachodzące w trakcie analizy MS

1. Jonizacja analitu

2. Rozdzielenie wytworzonych jonów pod względem ich stosunku m/z

3. Wykrywanie jonów

4. Analiza i interpretacja uzyskanych widm masowych
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Metody jonizacji

 jonizacja elektronowa [EI]

 jonizacja typu elektrosprej [ESI]

 laserowa jonizacja wspomagana matrycą [MALDI]

 Jonizacja chemiczna pod ciśnieniem atmosferycznym [APCI]

Jonizacja miękka – główny produkt – jon molekularny      

 ESI
 MALDI
 APCI

Jonizacja twarda – produkty:  jon molekularny  +   jony fragmentów cząsteczki  

 EI

Spektrometria mas



Jonizacja elektronowa (EI)

Jonizacja i fragmentacja w źródle typu EI

metody jonizacji

Spektrometria mas
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 Analit:
• małocząsteczkowe, 
• niepolarne, 
• lotne,
• stabilne termicznie

 Zakres mas:

• <1 kDa

 Sposób wprowadzania próbki:

• GC lub próbki ciekłe/stałe

 Zalety:

• analiza związków niepolarnych,
• brak supresji jonów,
• łatwa do aplikacji z GC,
• istnienie bibliotek widm

 Wady:

 analiza 
 tylko związków lotnych,
 wymagana stabilność termiczna, 
 związki małocząsteczkowe,

 jonizacja twarda,

Jonizacja elektronowa (EI) metody jonizacji

Spektrometria mas
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Mechanizm jonizacji typu elektrosprej (ESI)

Jonizacja typu elektrosprej (ESI)

1- wytworzenie jonów,      
2- wytworzenie naładowanych na powierzchni kropli,      
3- odparowanie rozpuszczalnika, 
4- „wyładowania Coulomba”,      
5- wytworzenie jonów rozproszonych w fazie gazowej

metody jonizacji

Spektrometria mas



 Analit:
• związki polarne 

np. peptydy, białka, cukry, nukleotydy

 Zakres mas:
• <200 kDa

 Sposób wprowadzania próbki:

• LC lub roztwór próbki

 Zalety:

• związki termicznie labilne
• związki wielkocząsteczkowe
• tworzenie jonów naładowanych wielokrotnie 
• wysoka czułość
• łatwe do połączenia z LC
• jonizacja miękka

 Wady:

• wymagana 
rozpuszczalność w 
rozpuszczalnikach 
polarnych

• wrażliwa na obecność soli 
w roztworze próbki

• supresja jonów

Jonizacja typu elektrosprej (ESI)
metody jonizacji

Spektrometria mas



Mechanizm laserowej jonizacji wspomaganej matrycą (MALDI)

Laserowa jonizacja wspomagana matrycą
(MALDI)

metody jonizacji

Spektrometria mas
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 Analit:
• związki polarne 

np. peptydy, białka, cukry, nukleotydy

 Zakres mas:
• <500 kDa

 Sposób wprowadzania próbki:
• związki rozpuszczane w stałej matrycy

 Zalety:

• thermolabile compounds,
• związki wielkocząsteczkowe,
• wysoka czułość,
• mniejsza wrażliwość na obecność soli,
• jonizacja miękka

 Wady:

• szeroki wybór matryc,
• trudności w analizach 

ilościowych,
• supresja jonów

Laserowa jonizacja wspomagana matrycą
(MALDI)

metody jonizacji

Spektrometria mas



Jonizacja chemiczna pod ciśnieniem atmosferycznym
(APCI)

 Analit:
• związki polarne 

np. peptydy, białka, cukry, nukleotydy

 Zakres mas:
• <1 kDa

 Sample introduction:
• LC lub roztwór próbki

 Zalety:

• związki labilne termicznie,
• wysoka czułość,
• stosowanie dużych przepływów f.r.,
• łatwe do połączenia z LC,
• jonizacja miękka

 Wady:

• wymagana rozpuszczalność w 
rozpuszczalnikach polarnych,

• wrażliwa na obecność soli w roztworze 
próbki,

• supresja jonów

metody jonizacji

Spektrometria mas



Analizatory mas

Rozdzielają jony pod względem ich stosunku m/z

 pracują pod wysoką próżnią

 najważniejsze parametry:
• rozdzielczość

• dokładność pomiaru masy

• czułość

• zakres pomiaru masy

analizatory mas

Spektrometria mas



Rozdzielczość

możliwość rozdzielenia dwóch sygnałów o bardzo zbliżonych 
właściwościach

R = Dm/m

gdzie zdolność rozdzielczą definiuje się jako:

m1/(m2-m1)

m1 - m/z lżejszego jonu; (m2-m1) - różnica m/z następujących po sobie jonów

Dokładność pomiaru masy

informuje w jakim stopniu zmierzona masa zgodna jest z wartością 
rzeczywistą

(wyliczona teoretycznie masa monoizotopowa – dokładna masa zmierzona) 
wyliczona teoretycznie masa monoizotopowa x 106

• wyrażana w [ppm]

analizatory mas

Spektrometria mas
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rozdzielczość =18100 
błąd 15 ppm

błąd 24 ppm

błąd 55 ppm

Im większa rozdzielczość tym mniejszy błąd pomiaru masy

analizatory mas

Spektrometria mas



Czułość

Liniowy zakres dynamiczny

charakteryzuje wielkość sygnału, jako odpowiedź detektora w zależności 
od stężenia analitu

• określa limit detekcji (LOD)

zakres, w którym sygnał pochodzący od jonów analitu jest wprost 
proporcjonalny do stężenia tego analitu

• kluczowe znaczenie w zapewnieniu dokładności pomiarów
(analiza ilościowa)

analizatory mas

Spektrometria mas



Najczęściej stosowane analizatory mas:

Analizatory mas
mass analyzers

Kwadrupol (Q) Pułapka jonowa (IT)

Czasu przelotu (TOF) Orbitrap

analizatory mas

Spektrometria mas



Kwadrupol (Q):

• zbudowany z czterech równolegle ułożonych prętów 
• wykorzystuje zarówno napięcie stałe jak i zmienne w celu filtrowania mas
• posiada kilka trybów pracy: 

 skanowanie (SCAN), 
 monitorowanie wybranych jonów (SIM)

• niska rozdzielczość
• najwyższa możliwa czułość (analizy ilościowe)

Budowa kwadrupolowego analizatora mas

Analizatory mas analizatory mas

Spektrometria mas



Parametr Kwadrupol

Szybkość zbierania danych
(Hz)

2-10

Dokładność pomiaru masy
(ppm)

niska

Zakres pomiaru masy
(m/z)

<3000

Rozdzielczość jednostka

Analizatory mas

Kwadrupol (Q):

analizatory mas

Spektrometria mas



Pułapka jonowa (IT):

• więzi jony wykorzystując kwadrupolowe pole magnetyczne
• dwa typy: 

 pułapka jonowa typu 2D (liniowa pułapka jonowa) 
 pułapka jonowa typu 3D (kwadrupolowa pułapka jonowa)

• niska rozdzielczość
• duża szybkość skanowania

Schemat analizatora mas typu pułapki jonowej 3D

Analizatory mas
analizatory mas

Spektrometria mas



Parametr Pułapka jonowa

Szybkość zbierania danych
(Hz)

2-10

Dokładność pomiaru masy
(ppm)

niska

Zakres pomiaru masy
(m/z)

<6000

Rozdzielczość jednostka

Analizatory mas

Pułapka jonowa (IT)

analizatory mas

Spektrometria mas



Czasu przelotu (TOF):

• jony wytwarzane są w pakietach
• mierzy czas jaki potrzebują jony aby dostać się do detektora
• lżejsze jony trafiają do detektora szybciej niż jony o większej 

masie
• wysoka rozdzielczość
• duża dokładność pomiaru masy
• wysoka czułość 

Mechanizm separacji jonów w analizatorze mas czasu przelotu (TOF)

Analizatory mas
analizatory mas

Spektrometria mas



Parametr TOF

Szybkość zbierania danych
(Hz)

10-100

Dokładność pomiaru masy
(ppm)

1-10 ppm

Zakres pomiaru masy
(m/z)

<100,000 bez 
ograniczeń

Rozdzielczość <50,000

Analizatory mas

Czasu przelotu (TOF)

analizatory mas

Spektrometria mas



Orbitrap:

• zbudowany z elektrod kształtem                                                     
przypominających beczki

• wartość stosunku m/z obliczana jest                                                              
przy użyciu transformacji Fouriera w oparciu                                                          
o częstotliwość zatrzymywanych jonów

• wysoka czułość

• duża dokładność pomiaru masy 

• wysoka czułość

Analizatory mas
analizatory mas

Spektrometria mas



Parametr Orbitrap

Szybkość zbierania danych
(Hz)

1-18

Dokładność pomiaru masy
(ppm)

1-5 ppm

Zakres pomiaru masy
(m/z)

<6000

Rozdzielczość <500,000

Analizatory mas

Orbitrap

analizatory mas

Spektrometria mas



Porównanie parametrów różnych analizatorów mas

Analizator Q IT TOF Orbitrap

Zalety

łatwa aplikacja 
różnych źródeł 

jonizacji,

szeroki zakres 
dynamiczny

łatwa aplikacja 
różnych źródeł 

jonizacji,

szeroki zakres 
dynamiczny,

MSn

duża szybkość 
skanowania,

szeroki zakres 
mas,

duża 
dokładność 

pomiaru 
masy

duża dokładność 
pomiaru masy,

możliwość analizy 
w dwóch

polaryzacjach 
jednocześnie

Wady

niska rozdzielczość,

mała dokładność 
pomiaru masy,

wąski zakres mas,

mała szybkość 
skanowania,

MS/MS wymaga kilku 
analizatorów

niska 
rozdzielczość,

mała dokładność 
pomiaru masy,

wąski zakres mas,

mała szybkość 
skanowania,

węższy zakres 
dynamiczny 

w 
porównaniu 

do Q, 

mniejsza szybkość 
skanowania w 

porównaniu do 
QTOF,

węższy zakres 
dynamiczny w 

porównaniu do Q,

analizatory mas

Spektrometria mas



Tandemowa spektrometria mas (MS/MS)

Tandemowe spektrometry mas

Potrójny kwadrupol [QqQ]

Kwadrupolowy analizator czasu przelotu [QqTOF]

Pułapka jonowa [IT]

Kwadrupolowy analizator typu orbitrap[QqOrbitrap]

analizatory mas

Spektrometria mas



Tandemowa spektrometria mas

Tandemowa spektrometria mas w oparciu o działanie potrójnego kwadrupola [QqQ]

Trypy analiz  w trybie MS/MS:

• monitorowanie wybranych/wielokrotnych reakcji fragmentacji 
(selected/multiply reaction monitoring SRM/MRM)

• skanowanie jonów wtórnych (product ion scan)
• skanowanie jonów pierwotnych/macierzystych (precursor ion scan)
• utrata cząsteczki obojętnej (neutral loss scan)

analizatory mas

Spektrometria mas



Wprowadzenie do techniki LC-MS

LC pozwala na rozdział wielu 
związków na podstawie różnic w 

ich czasach retencji (tR).

LC-MS pozwala na rozdział związków 
o zbliżonych czasach retencji, ale 

różnych m/z ulegających 
fragmentacji w różny sposób.

Technika LC-MS łączy możliwość rozdziału analitów z użyciem chromatografii 
cieczowej (LC) z możliwościami analitycznymi spektrometrii mas (MS)

chromatograf
cieczowy spektrometr mas

Próbka

LC-MS



Wprowadzenie do chromatografii cieczowej  [LC]

Ze względu na różnice w oddziaływaniach między fazą stacjonarną i ruchomą oraz 
różnice w polarności związków zawartych w próbce, poruszają się one wewnątrz 

kolumny z różną szybkością i opuszczają ją w różnym czasie.

Próbka
Kolumna

silne
oddziaływanie

słabe
oddziaływanie

FAZA RUCHOMA

FAZA STACJONARNA

Mechanizm rozdziału

LC – rodzaj chromatografii, w której fazą ruchomą jest ciecz ("eluent")         

LC-MS



Chromatografia cieczowa  (LC)

Standardowy system chromatograficzny zawiera:

1 – zbiornik fazy ruchomej
2 - pompa
3 – automatyczny podajnik próbek
4 – kolumna chromatograficzna
5 - detektor
6 – komputer

LC-MS



Wybór techniki

Próbka

masa cząsteczkowa

H2O

> 2000 < 2000

rozpuszczalność

rozpuszczalniki
organiczne H2O

rozpuszczalność

• Filtracja żelowa
• Chromatografia jonowymienna  (IEC)
• Chromatografia w odwróconym układzie faz  (RP)

Chromatografia żelowa

• Chromatografia jonowymienna (IEC)
• Chromatografia w odwróconym układzie faz (RP)
• Chromatografia oddziaływań hydrofilowych (HILIC)

• Chromatografia w odwróconym układzie faz  (RP)
• Chromatografia w normalnym układzie faz (NP)

rozpuszczalniki
organiczne

LC-MS



Pompa

Głównym zadaniem pompy jest zapewnienie stabilnego przepływu,
który zmienia się w zależności od rodzaju elucji

oraz
parametrów kolumny chromatograficznej.

Pompa dostarcza fazę ruchomą do układu chromatograficznego w trybie:

• izokratycznym
(stały skład eluentu)

• gradientowym
(zmienny skład eluentu)

Długi czas analizy

Słaby rozdział

Rozpuszczalnik 1 / Rozpuszczalnik 2 = 6 / 4

LC-MS

Rozpuszczalnik 1 / Rozpuszczalnik 2 = 8 / 2
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Automatyczny podajnik próbek

Najczęściej stosowany w LC podajnik próbek ma postać zaworu dozującego 
(loop injector lub six-port valve injector).

1. Próbkę jest wprowadzana za pomocą 
mikrostrzykawki do fazy ruchomej, która 
wypełnia pętlę o określonej objętości.

2. Gdy próbka jest w pętli, faza 
ruchoma jest przepompowywana 
przez zawór do kolumny.

Dozowanie próbek powinien odbywać się:

 z wysoką powtarzalnością
 z dużą dokładnością
 bez obecności pęcherzyków powietrza

strzykawka

usunięcie z układu

pompa

kolumna

Wprowadzanie próbki do pętli

strzykawka

usunięcie z układu

pompa

kolumna

Przeniesienei próbki na kolumnę

LC-MS



Kolumny stosowane w LC charakteryzują następujące parametry:
 długości kolumny, 
 średnicy kolumny,
 rozmiar ziaren fazy stacjonarnej.

Kolumna

Długość kolumny
[mm]

Średnica 
kolumny

[mm]

Średnica
ziaren 
[mm]

Optymalna 
prędkość 

przepływu 
[ml/min]

Ciśnienie
[bar]

Kolumna nano-HPLC 50-1000 0.05-0.1 1-3 0.3 <300

Kolumna kapilarna 50-1000 0.3 1-5 5 <500

Mikrokolumna 50-1000 0.5-1 1-5 10-50 <800

Kolumna HPLC o 
zmniejszonym ziarnie 

50-250 2.1 2-5 400 <1200

Kolumna HPLC 30-250 4.6 2-5 1000 <400

LC-MS



Oddziaływania między analitem a kolumną

Kolumna

Rodzaje wypełnień kolumn LC:

• C18 (ODS)
• C8 (octyl)
• C4 (butyl)
• fenylowe
• TMS
• cyjankowe

C18 (ODS)

Kolumna

czułość

stabilność chemiczna

selektywność

retencja

przepustowość

powtarzalność

LC-MS

Słabe Średnie Silne

Analit Analit Analit



Faza ruchoma i stacjonarna 

Układ LC Faza ruchoma Faza stacjonarna
Rodzaj rozdzielanych

związków

NP
rozpuszczalniki organiczne:
dichlorometan, octan etylu

krzemionka, aminowa, 
cyjankowa, diol

związki organiczne nie 
rozpuszczalne w wodzie

RP
woda/rozpuszczalnik 

organiczny z/bez dodatków
C18, C8, C4, cyjankowa, 

aminowa

związki niepolarne, 
słabe kwasy  i  słabe 

zasady

HILIC
acetonitryl z wodą, 
dodatki substancji 

jonowych
polarna, czysta krzemionka związki polarne

IEC wodne roztwory buforowe 
anionowa lub kationowa, 

żywice jonowymienne
związki jonowe, 

jony nieorganiczne

Charakter analitu /rozdzielanych związków ma wpływ
na rodzaj fazy ruchomej oraz fazy stacjonarnej.

LC-MS



Chromatografia w normalnym układzie faz (NP)

Rozdział chromatograficzny w normalnym układzie faz (NP) jest uzyskiwany na 
skutek oddziaływań związków zawartych w próbce z polarną fazą stacjonarną

oraz niepolarną fazą ruchomą.

Faza stacjonarna używana w NP:

• żel krzeminkowy: -Si-OH
• cyjankowa: -Si-CH2CH2CH2 CN
• aminowa: -Si-CH2CH2CH2 NH2
• diolowa: -Si-CH2CH2CH2OCH(OH)-CH2 OH

Faza ruchoma używana w NP:

• dichlorometan
• octan etylu
• inne rozpuszczalniki 

niemieszające się z wodą

LC-MS

kolumna

silne 
oddziaływanie

Faza ruchoma

ANALIT 
POLARNY

ANALIT
NIEPOLARNY

słabe
oddziaływanie



Chromatografia w odwróconym układzie faz (RP)

Do rozdziału chromatograficznego w odwróconym układzie faz (RP) dochodzi na skutek 
oddziaływań związków zawartych w próbce z niepolarną fazą stacjonarną oraz polarną 

fazą ruchomą.

NP-LC oraz RP-LC są wykorzystywane do różnych celów w analizie próbek biologicznych:

• NP-LC stosuje się do rozdzielania poszczególnych klas lipidów dzięki obecności w obrębie ich struktury 
„głów” polarnych,

• RP-LC stosuje się do rozdziału kwasów tłuszczowych dzięki różnicy w hydrofobowości ich łańcuchów,
• RP jest również stosowana do profilowaniu metabolitów w badaniach metabolomicznych

Faza stacjonarna używana w RP:
(długołańcuchowe węglowodory kowalencyjnie 
przyłączone do powierzchni krzemionki)

• C18
• C8
• C4
• cyjankowa
• aminowa

Faza ruchoma używana w RP:
woda lub roztwór buforowy i rozpuszczalniki 
organiczne, wśród których najczęściej stosowane 
są:

• metanol
• acetonitryl

RP jest najczęściej stosowaną pośród metod HPLC

LC-MS



Chromatografia jonowymienna (IEC)

Z uwagi na zjawisko supresji jonów wspomagane dużą mocą jonową fazy ruchomej IEC, 
bezpośrednie połączenie tego typu chromatografii cieczowej ze spektrometrią mas jest trudne do 

realizacji.

anionowa faza 
stacjonarna

kationowa faza 
stacjonarna

Faza ruchoma jest polarna 
(najczęściej woda z dodatkiem soli lub 

wodny roztwór buforowy).

Zwiększenie siły jonowej
fazy ruchomej jest głównym 

czynnikiem odpowiedzialnym za 
wymywanie rozdzielanych 
związków z kolumny IEC.

IEC jest stosowana do rozdziału zarówno drobno- jak i wielkocząsteczkowych
związków o znaczeniu biologicznym (takich jak aminokwasy, kwasy karboksylowe, aminy).

rozdział kationów lub cząsteczek 

o dodatnim ładunku

Chromatografia jonowymienna zapewnia rozdział analitów dzięki interakcji 
jonów (lub substancji wykazujących zdolność do przechodzenia w jony)

z fazą stacjonarną zawierającą jonowe grupy funkcyjne o przeciwnym ładunku do 
analitów.

rozdział anionów lub cząsteczek o 

ujemnym ładunku

LC-MS



Chromatografia oddziaływań hydrofilowych (HILIC)

HILIC łatwo jest połączyć z analizami MS

Rozpuszczalniki organiczne obecne w fazie ruchomej dodatkowo zwiększają czułość analiz MS 
dzięki ograniczeniu zjawiska supresji jonów.

Schemat interakcji między różnymi typami polarnych 
analitów i fazą stacjonarną w chromatografii HILIC

HILIC jest stosowana do rozdziału związków polarnych

Mechanizm rozdziału w chromatografii HILIC jest oparty o zjawisko ekstrakcji w układzie 
rozpuszczalnik - rozpuszczalnik na granicy faz wytworzonej pomiędzy warstwą wody na 
powierzchni polarnego wypełnienia a rozpuszczalnikiem organicznym fazy ruchomej.

LC-MS

Faza stacjonarna

• hydrofilowa

• kolumna wypełniona zazwyczaj krzemionką lub 
krzemionką ze związanymi na jej powierzchni 
grupami aminowymi bądź amidowymi

Faza ruchoma

• rozpuszczalniki typowe dla chromatografii RP, 
zazwyczaj acetonitryl z niewielka ilością wody

• sole octanu amonu lub mrówczanu amonu 
dodawane są w celu zwiększenia polarności 
oraz siły jonowej fazy ruchomej

dodatnio
naładowane

anality

ujemnie
naładowane

anality

anality
bez ładunku

polarne
anality

bez ładunku

Ziarno fazy 
stacjonarnej



Detektory

Spektrometry mass - najlepsze detektory do analiz jakościowych i ilościowych
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Detektory stosowane w chromatografii cieczowej:
o UV, 
o fluorescencyjny, 
o elektrochemiczny, 
o konduktometryczny, 
o refraktometryczny, 
o detektor mas

LC-MS

selektywność

limit detekcji

czułość

• zdolność detektora do wykrycia substancji przy wyeliminowaniu
sygnału pochodzącego od rozpuszczalników oraz innych substancji
zawartych w analizowanej próbce

• określa najmniejszą ilość substancji jaką detektor jest w stanie wykryć
w danych warunkach analizy oraz wystarczającą na jej ilościowe
oznaczenie

• charakteryzuje wielkość sygnału, jako odpowiedź detektora w chwili,
gdy oznaczana substancja zostanie w nim wykryta



Chromatografia gazowa(GC) - technika separacyjna
służąca do rozdzielania oraz analizy składu bardzo złożonych próbek w zależności od ich 

temperatury wrzenia/ciśnienia pary oraz polarności.

w GC:
 fazą ruchomą jest gaz (Ar, He, N2 lub H2)

 fazą stacjonarną:
• adsorbent – Adsorpcyjna Chromatografia Gazowa(GSC) lub
• ciekła faza stacjonarna – Podziałowa Chromatografia Gazowa (GLC)

Rozdzielenie składników w GC zależy od

przeniesienia substancji (w postaci pary) za pomocą gazu nośnego (faza ruchoma) przez 

kolumnę.

Szybkość i stopień rozdzielenia związków w GC zależy od :

 powinowactwa chemicznego analitu do fazy
stacjonarnej

oraz
 prężności par analitu – która jest regulowana przez

temperaturę kolumny

Wprowadzenie do GC-MS
GC-MS



Etapy przygotowania próbki do analizy 
chromatograficznej

Pobieranie próbek
gazowych
ciekłych
stałych Obróbka wstępna

suszenie
sączenia

homogenizacja
…

Przygotowanie 
próbki

SPE
SPME

…

Analiza
GC, GCxGC

FID
MS
…

Derywatyzacja
sililowanie
alkilowanie

…

N

OSi(CH3)3

O

F

F

F

F

F

O

OH

4-HNE

PFBHA*HCl

BSTFA:TMCS

4-HNE-PFB-TMS

GC-MS



Pobieranie próbek

GC-MS

Próbka analizowana w GC może być próbką:
 gazową
 ciekłą
 substancją zaadsorbowaną na powierzchni sorbentu

(np. mikroekstrakcja do fazy stałej, SPME)

Stabilizację składu i właściwości próbek uzyskuje się często 
poprzez dodanie odpowiednich środków, które:

- hamują aktywność biologiczną organizmów występujących w 
próbkach

- eliminują zjawisko adsorpcji składników próbek na ścianach 
naczyń

- eliminują ulatnianie się składników próbek, rozkład 
termiczny, reakcje chemiczne, i in.

Schemat SPME



Obróbka wstępna próbki

GC-MS

Stała

Próbka

Stała+ciekła
i/lub gazowa

Ciekła Gazowa

mielenie
pulweryzacja

trawienie 
rozpuszczenie

…

sączenie
rozdzielenie

homogenizacja
wirowanie

…

rozcieńczenie 
sączenie

adsorpcja
filtracja

rozdzielenie

adsorpcja
filtracja

Ciekła +
gazowa



Przygotowanie próbki

Metody ekstrakcji próbek gazowych i ciekłych

GC-MS

Schemat SPME

Zestaw do SPE

Techniki 
ekstrakcji próbek 

ciekłych

Ekstrakcja 
ciecz-gaz

Ekstrakcja 
ciecz-ciecz

Ekstrakcja 
ciecz-ciało 

stałe

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Static headspace analysis (SHSA)

Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Dynamic headspace analysis (DHSA)

Wymywanie i wychwytywanie
Purge and trap (PT)

Klasyczna ekstrakcja ciecz-ciecz
Classical  liquid-liquid extraction (LLE)

Ekstrakcja ciągła
Continuous liquid-liquid extraction (LLCE)

Mikroekstrakcja
Microextraction (ME)

Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
Single drop microextraction (SDME)

Mikroekstrakcja w układzie ciecz-ciecz 
z wykorzystaniem membrany

Stir membrane liquid-liquid microextraction (SM-
LLME)

Ekstrakcja do fazy stałej
Solid phase extraction (SPE)

Mikroekstrakcja do fazy stałej
Solid phase microextraction (SPME)

Ekstrakcja do zdyspergowanej fazy stałej
Dispersive solid-phase extraction (dSPE)

Ekstrakcja poprzez membranę do fazy 
stacjonarnej

Membrane solid phase microextraction  (MSPME)

Ekstrakcja do sorbentów z nadrukiem 
molekularnym

Moleculary imprinted solid-phase extraction (MI-SPE)

Ekstrakcja do fazy ciekłej
Extraction to the liquid phase

Ekstrakcja przez membrany porowate
Polymeric membrane extraction (PME)

Ekstrakcja przez błony półprzepuszczalne
Extraction with using of the semipearmeable 

membranes (SPMD)

Techniki 
ekstrakcji próbek 

gazowych

Ekstrakcja 
gaz-ciało 

stałe

Ekstrakcja 
gaz-ciecz



Metody ekstrakcji próbek stałych

GC-MS

Termodesorber

System do ekstrakcji mikrofalowej

Przygotowanie próbki

Techniki 
ekstrakcji próbek 

stałych

Ekstrakcja 
ciało stałe -

gaz

Ekstrakcja 
ciało stałe -

ciecz

Statyczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Static headspace analysis (SHSA)

Dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej
Dynamic headspace analysis (DHSA)

Termodesorpcja
Thermal desorption (TD)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem przez wytrząsanie
„Shake extraction” 

Ekstrakcja strumieniem rozpuszczalnika
Extraction in a solvent stream

Ekstrakcja w aparacie Soxhleta
Soxlhet extraction

Homogenizacja próbki z rozpuszczalnikiem
Sample homogenization

Przyspieszona ekstrakcja za pomocą 
rozpuszczalnika

Accelerated solvent extraction (ASE)

Ekstrakcja płynem w stanie nadkrytycznym
Supercritical fluid extraction (SFE)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana 
promieniowaniem mikrofalowym

Microwave-assisted solvent extraction (MASE)

Ekstrakcja wieloetapowa (sekwencyjna)
Multi- stage (sequentional) extraction

Zmydlanie (saponifikacja)
Saponification

M
eto

d
y klasyczn

e

Metody 
klasyczne -

wspomagane

Ultradźwiękami (sonikacja)
Ultrasound assisted 

extraction (USE)

Ekstrakcja rozpuszczalnikiem pod zwiększonym 
ciśnieniem

High- pressure extraction (HPE)
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Promieniowaniem 
mikrofalowym

Microwave assisted 
extraction (MAE)



Derywatyzacja

Bezpośrednia analiza mieszaniny związków w GC jest trudna ze względu na:

 zbyt niską lotność analizowanych związków

 zbyt niską stabilność termiczną analizowanych związków

 oddziaływania pomiędzy oznaczanymi związkami

 oddziaływania pomiędzy substancjami a fazą stacjonarną kolumny chromatograficznej

 zbyt niską czułość i specyficzność oznaczeń

Dlatego też ważnym etapem przygotowania próbki do analizy GC jest przekształcenie
analitów w ich bardziej lotne i termicznie stabilne pochodne (derywatyzacja)

Derywatyzacja analitów odbywa się na drodze:

 sililowania
 alkilowania
 acylowania

GC-MS

Reakcja sililowania

OH
cholesterol

TMSO

cholesterol TMS

+ BSTFA:TMCS, 60
o
C/60 min



Rodzaj 
derywatyzacji

Grupa funkcyjna -
typ związku

Pochodna Odczynnik

Sililowanie -OH -alkohole, fenole

-CO -ketony, steroidy
-COOH -aminokwasy, 
kwasy tłuszczowe, steroidy
-(CH2OH)n -węglowodany
-NH, -NH2 -aminy, mocznik
-CONH, -CONH2 -imidy, 
białka

Etery trimetylosililowe

Amidy trimetylosililowe

Bis (trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA)
N- metylo -N-(t-butylodimetylosililo) 
trifluoroacetamid (MTBSTFA)
N- metylotrimetylosililotrifluoroacetamid (MSTFA)
Trimetylosililoimidazol (TMSI)

Alkilowanie -OH -alkohole, fenole
-CO -aldehydy
-COOH -aminokwasy, 
kwasy tłuszczowe
-NH, -NH2 –aminy
-CONH –amidy
-SH -merkaptany

Estry metylowe (DMF)
Trifluorooctany (TFAA)
Estry metylowe (BF3-MeOH)
Etery pentafluorobenzylu
(PFBBr)
Metyloamidy (TMAH)
Estry metylowe (DMF)

Bromek benzylu
Trifluorek boru (BF3) w metanolu lub butanolu  
Dimetyloformamid (DMF)
Chlorowodorek pentafluorobenzylohydroksylaminy
(PFBHA)
Wodorotlenek tetrabutylamoniowy (TBH) 
Bezwodnik trifluorooctowy (TFAA)

Acylowanie -OH -alkohole, fenole
-(CH2OH)n -węglowodany
-NH, -NH2 -aminy
-CONH -amidy
-SH -merkaptany

Pentafluoropropioniany (PFPA)
Trifluoroacetamidy (TFAI)
Trifluoroacetamidy (MBTFA)
Trifluoroacetamidy (TFAA)
Etery trimetylosililowe (MBTFA)

Bezwodnik kwasu heptafluoromasłowego (HFBA)
N-Metylo-bis(trifluoroacetamid) (MBTFA) 
Chlorek pentafluorobenzoilu (PFBCI) 
Pentafluoropropanol (PFPOH)
Bezwodnik kwasu trifluorooctowego (TFAA)

GC-MS
Derywatyzacja



Schemat chromatografu gazowego
(modyfikacja z de.leco-europe.com)

Budowa chromatografu gazowego:

 dozownik

próbka jest wstrzykiwana do ogrzanego portu dozownika, 
gdzie jej lotne składniki ulegają odparowaniu i w 
strumieniu gazu nośnego (obojętny, czystość ≥ 99,9995%  
(Ar, He, N2 lub H2)) przenoszone są na kolumnę 
chromatograficzną 

 kolumna GC
rozdzielenie składników próbki

 detektor

reaguje na pewne właściwości fizykochemiczne analitu i
generuje sygnał elektroniczny który jest proporcjonalny
do jego ilości

chromatogram - wynik rozdziału chromatograficznego

Chromatogram GC składników osocza krwi

GC-MS

Chromatograf gazowy



Dozownik GC

Dozowanie próbek:

1. Próbka jest wstrzykiwana do ogrzanego portu dozownika
2. W porcie dozownika lotne składniki próbki ulegają odparowaniu 
3. W strumieniu gazu nośnego lotne składniki próbki przenoszone są na kolumnę GC 

Najpopularniejszym dozownikiem stosowanym w 
GC jest dozownik typu Split/Splitless (SSI)

Dozowanie z dzieleniem strumienia (typu Split) 
tylko niewielka część dozowanej próbki wprowadzana 
jest na kolumnę (zwykle 1/20 do 1/500) 

- stosowane głównie w analizie próbek lotnych, 
w których oznaczane składniki występują w wysokich 
stężeniach (non-trace analysis)

Dozowanie bez dzielenia strumienia (typu Splitless) 
całość wprowadzonej próbki po odparowaniu jest 
kierowana do kolumny

- stosowane głównie do analizy składników 
na poziomie śladów i ultra-śladów

GC-MS



Kolumny GC

Kolumny pakowane (analityczne, mikropakowane) wypełnione fazą stacjonarną 
(adsorbentem):

• adsorbenty węglowe
• krzemionka
• tlenek glinu
• sita molekularne
• porowate polimery syntetyczne

Adsorbenty są obecnie mniej popularnymi fazami stacjonarnymi ze względu na:

• niższą powtarzalność wyników
• dłuższe czasy retencji
• pojawianie się „pików ogonujących" o znacznie niższej efektywności 

rozdziału
Kolumny kapilarne (kapilarne, mikrokapilarne)
 o przekroju otwartym, wypełnione ciekłą fazą stacjonarną:

• silikony
• skwalen
• glikol polietylenowy

 ciekła faza stacjonarna powinna być:
• obojętna chemicznie
• zdolna do rozpuszczania rozdzielanych składników
• wysoce selektywna względem składników mieszaniny
• o niskiej lotności
• o wysokiej stabilności termicznej w warunkach pracy kolumny
• szczególnie przydatna do rozdziału składników lotnych z wysoką 

efektywnością rozdzielczą
 powszechnie stosowane

GC-MS



Ciekłe fazy stacjonarne

GC-MS

Dimetylpolisiloksan

5% fenylo-Dimetylpolisiloksan

50% fenylo-Dimetylpolisiloksan

7% cyjanopropylo, 7% fenylo-Dimetylpolisiloksan

25% cyjanopropylo, 25% fenylo-Dimetylpolisiloksan

Glikol Polietylenowy (PEG)

70% cyjanopropylo-Metylpolisiloksan

≥90% cyjanopropylo-Polisiloksan
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Rozdział chromatograficzny

Szybkość i stopień rozdzielenia związków na kolumnie GC jest funkcją ich podziału 
pomiędzy dwie fazy (ruchomą i stacjonarną) pozostające w równowadze

Rozdzielenie składników jest zatem wynikiem różnego tempa migracji spowodowanej 
różnymi wartościami współczynnika podziału (KS)

Współczynnik podziału można wyrazić 
równaniem Nernsta:

KS = CL/CG

CL - stężenie analitu w fazie ciekłej (stacjonarnej)
CG - stężenie analitu w fazie gazowej (ruchomej) 

Im wyższe powinowactwo do fazy stacjonarnej, tym wyższa wartość Ks i dłuższy czas 
retencji (tR)

Kslower > Kfaster

GC-MS



Detektory GC

Charakterystyka idealnego detektora GC

 wysoka czułość

 wysoka stabilność i powtarzalność wskazań

 szeroki liniowy zakres odpowiedzi (kilka rzędów wielkości)

 szeroki zakres temperaturowy

 krótki czas reakcji, niezależny od natężenia przepływu

 wysoka niezawodność i łatwość użytkowania

 podobieństwo odpowiedzi wobec wszystkich oznaczanych 
substancji

 niedestrukcyjny

GC-MS



Detektory GC

Rodzaj detektora Rodzaj 
odpowiedzi

LOD 
[g/sec]

Zakres liniowości Właściwości

Cieplno-
przewodnościowy
(TCD)

uniwersalny 10-5-10-6 103-104 pomiar zmian w przewodnictwie 
cieplnym

Płomieniowo-
jonizacyjny (FID)

uniwersalny 10-12 106-107 pomiar prądu jonowego 
pochodzącego z pirolizy

Wychwytu 
elektronów
(ECD)

selektywny 10-14 102-103 do wykrywania związków 
zawierających atomy o wysokim 
powinowactwie elektronowym

Płomieniowo-
fotometryczny (FPD)

selektywny 10-13 102 do wykrywania związków 
zawierających S, P

Azotowo-fosforowy 
(NPD)

selektywny 10-8- 10-14 105-107 do wykrywania związków 
zawierających N, P 

Fotojonizacyjny
(PID)

selektywny 10-8- 10-12 105 selektywny dzięki zastosowaniu lamp 
emitujących promieniowanie UV o 
różnej długości fali

Spektrometria w 
podczerwieni z 
transformacją
Fouriera (FTIR)

selektywny 10-10 zależy od grup 
funkcyjnych

do wykrywania związków  polarnych

Spektrometr mas 
(MS)

uniwersalny 10-12 zależy od rodzaju 
analizatora MS,

trybu pracy i
oznaczanych 

związków

niedestrukcyjny, 
jedno z najdokładniejszych i 
najskuteczniejszych narzędzi w 
analizie związków  organicznych, 
najważniejszy detektor w GC

GC-MS



Porównanie czułości i zakresu dynamiki detektorów w GC 

10-15 10-12 10-9 10-6 10-3

fg pg ng μg                     mg
1 ppt 1 ppb 1 ppm 0,1%                    100%

TCD

FID

μECD

FPD-S

FPD-P

NPD-P

NPD-N

PID

MS
(SIM) (SCAN)

GC-MS
Detektory GC



GC-MS

 jest wszechstronnym narzędziem do:
• rozdzielania
• identyfikacji
• ilościowego oznaczania nieznanych substancji

 jest najskuteczniejszą techniką w analizie lotnych związków organicznych w złożonych
matrycach, w szerokim zakresie stężeń (od ppb do ppm)

 charakteryzuje się wysoką selektywnością i czułością, zapewniając szeroki zakres
zastosowań:

Chromatografia gazowa sprzężona
ze spektrometrią mas (GC-MS)

- medycyna, farmacja
- analiza materiału biologicznego
- aplikacje sądowe i kryminalistyczne
- monitoring środowiska
- analiza środków bojowych
- analiza żywności/smaków/zapachów
- aplikacje chemiczne/przemysłowe
- badania geochemiczne
- analizy petrochemiczne

GC-MS



Aparatura do GC-MS

Analizowana 
substancja

Jonizator 
(źródło jonów)

Analizator Detektor

Metody jonizacji

EI – jonizacja elektronowa- najczęściej stosowana metoda jonizacji w GC-MS, „twarda jonizacja”

CI – jonizacja chemiczna- stosunkowo łagodna(tzw. „łagodna, miękka jonizacja”)

Pozostałe metody jonizacji stosowane w GC-MS:

• fotojonizacja (PI) 
• jonizacja polem (FI) 
• desorpcja polem (FD) 
• desorpcja laserowa (LD) 
• bombardowanie szybkimi atomami (FAB) 
• desorpcja plazmą (PD) 
• spektrometria jonów wtórnych (SIMS) 
• desorpcja laserowa wspomagana matrycą (MALDI)

GC-MS



Analizator - rozdział jonów ze względu na stosunek ich masy do ładunku (m/z)

 Q - kwadrupol (pojedynczy, potrójny)
 IT - pułapka jonowa (liniowa, sferyczna)
 TOF - detektor czasu przelotu
 hybrydowe analizatory MS:

• QqQ
• Q/IT 
• Q/TOF 
• Orbitrap

 pozostałe analizatory stosowane w GC-MS:
• sektor magnetyczny (B)
• sektor elektryczny (E) 
• sektor magnetyczno-elektryczny 
• jonowy rezonans cyklotronowy (ICR)
• analizator cyklotronowego rezonansu jonów z transformacją Fouriera (FT-ICR MS) 

GC-MS

Analizowana 
substancja

Jonizator 
(źrodło jonizacji)

Analizator Detektor

Detector – rejestracja danych
 puszka Faradaya
 powielacz elektronowy
 detektor mikrokanalikowy
 fotopowielacz

Aparatura do GC-MS



Zalety

 Szybka analiza

 Wysoka wydajność - prowadząca do wysokiej 
rozdzielczości

 Czułe detektory (ppb)

 Wysoka dokładność (<1% RSD)

 Technika niedestrukcyjna (gdy detektor MS)

 Mała próbka (<1 mL)

 Wytrzymała i niezawodna technika

 Dobrze ugruntowana dzięki obszernej 
literaturze i aplikacjom

Wady

 Ograniczona do próbek lotnych lub  po 
derywatyzacji

 Nie ma zastosowania w analizie próbek 
ulegających degradacji w podwyższonych 
temperaturach (termicznie nietrwałych) –
wymagane jest przeprowadzenie 
derywatyzacji

 Nie ma zastosowania w chromatografii 
preparatywnej

 Do analizy strukturalnej analitów
wymagany jest detektor MS

 Detektory destrukcyjne (wyj. MS)

 Ograniczona pojemność pików w analizie 
bardzo złożonych próbek – wymagany 
rozdział GCxGC

GC-MS

GC



Dwuwymiarowa chromatografia gazowa
(GC×GC; 2D GC)

Schemat system do GC×GC (de.leco-europe.com)

Parametry kolumna 1D kolumna 2D
długość 15-30 m 0,5-2m
średnica wewnętrzna 0,25 mm 0,1 mm

grubość filmu fazy 
stacjonarnej

0,25-1 µm 0,1-0,25 µm

rodzaj fazy stacjonarnej niepolarna
100% dimetylopolisiloksan lub

5% fenylo/95% dimetylosiloksan

polarna
50% fenylo/50% dimetylosiloksan lub 

poliglikolowa(Carbowax)

Kolumny GC×GC

Detektory GCxGC

 FID (maks. 300 Hz)
 TOFMS (maks. 500 Hz)
 µ-ECD (50-100 Hz)

Szybkość akwizycji danych 

GC-MS



GC×GC
GC-MS



Chromatogram 2D GCMS mieszaniny związków lotnych (alkany, alkohole, aldehydy, ketony, aminy) 
[Pegasus 4D; Leco]

GC-MS

GC×GC



Chromatogram GCxGC-TOFMS 
składników osocza krwi

GC-MS
GC×GC



Zalety

 Zwiększona pojemność pików - możliwa 
analiza bardzo złożonych próbek

 Całkowite rozdzielenie wszystkich 
składników próbki

 Większa czułość oznaczeń w porównaniu z 
1D GC (wzrost stosunku sygnału do szumu 
S/N)

 Uzyskuje się chromatogramy strukturalne

 Chromatogram 2D GC zawiera więcej 
informacji niż 1D GC - łatwiejsza i bardziej 
wiarygodna identyfikacja nieznanych 
substancji

 Uporządkowana natura chromatogramów

Wady

 Wymagane detektory o dużej szybkości 
akwizycji danych (TOF, μECD, FID)

 Duża pojemność zarejestrowanych danych 
– czasochłonne przetwarzanie danych

 Bardzo wysoki koszt aparatury

GC-MS

GC×GC



e-materiały opracowane w ramach projektu 

Advanced Analytical Chemistry for Life Sciences [AACLifeSci]

Projekt został zrealizowany przy wsparciu finansowym Komisji Unii Europejskiej 

Niniejsze opracowanie odzwierciedla jedynie poglądy autorów, 
a Komisja nie ponosi odpowiedzialności za jakiekolwiek wykorzystanie informacji zawartych w tej publikacji



Elektroforeza kapilarna-
spektrometria mas (CE-MS)



Elektroforeza kapilarna

• Separacja analitów oparta na ruchliwości elektroforetycznej

• Prosta aparatura

• Podstawowe zastosowanie w bioanalizie

– Sekwencjonowanie DNA

– Analiza fragmentów DNA

• Wiele udoskonaleń w celu większej selektywności jonów 
obojętnych

– MEKC

– CEC



Zalety
Oferuje nową selektywność, alternatywę dla HPLC
Łatwa i przewidywalna selektywność
Wysoka wydajność separacji (105 do 106 półek teoretycznych)
Małe rozmiary próbek (1-10 ul)
Szybka analiza (od 1 do 45 minut)
Może być zautomatyzowana
Oznaczenia Ilościowe 
Różne „tryby pracy" 

Wady
Nie można wykonać skali preparatywnej separacji
Niskie stężenia i mała objętość nastrzyku

"Lepkie" związki
Związki trudnorozpuszczalne
Problemy z odtwarzalnością

Zalety i Wady CE



Aplikacyjność CZE

• Szeroki zakres zastosowań
– Mikrocząsteczki

– Makrocząsteczki (białka, peptydy)

• Ograniczenia
– Muszą znajdować się jony o różnych ładunkach

– Niska siła jonowa próbki

• Zalety
– Prosta metoda

– Bezpośrednia analiza złożonych systemów 
biologicznych



Elektroforeza kapilarna (CE)



RodzajeCE

• Kapilarna elektroforeza strefowa(CZE)
– Tryb podstawowy wykorzystujący otwarte kanały

• Micelarna chromatografia elektrokinetyczna (MEKC)
– Rozdział związków za pomocą miceli

• Kapilarna elektroforeza żelowa
– Wykluczanie z wykorzystaniem rozmiarów analitów - żele 

przesiewowe

• Elektrochromatografia kapilarna
– Połączenie CE i HPLC

• Ogniskowanie izoelektryczne
• Enancjomery



Kapilarna elektroforeza strefowa (CZE)

Mechanizm separacji

Wysokie 
napięcie

przepływ elektroosmotyczny:EOF

Detektor

wialka
buforu

wialka
buforu

2 siły:
-EOF
-ruchliwość elektroforetyczna analitów

główne menu



Przepływ elektroosmotyczny

• Mechanizm przepływu zależy od zastosowanego potencjału 
oraz pH 

• Zapewnia przepływ objętościowy w kapilarze, który modulują 
bufory o niskim stężeniu 

• Zależy od siły jonowej oraz od chemicznych właściwości 
powierzchni



m= ruchliwość elektroforetyczna

Q= ładunek cząsteczki

= lepkość ośrodka

r = promień jonowy cząsteczki

Ruchliwość elektroforetyczna

r6

q


=m

ANODA (+) KATODA (-)

Detektor
źródło światła

280 nm

Komputer
z rejestratorem

FotoreceptorBufor Bufor



Elektroforeza i Elektroosmoza

Obrazowe przedstawienie efektu połączenia obu zjawisk w 

kapilarze, gdy EOF jest szybsze niż EP 

   
L

V
E eoepeoep mmmm ==

Figure from R. N. Zare, Stanford



Schemat przepływu w CE i HPLC
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ściana kapilary

EOF

ściana kolumny



Rodzaje detekcji

Limit detekcji (M)CharakterystykaZaletyDetektor

-10-3

-10-6 związki

aromatyczne

-Uniwersalny
- Możliwość bezpośredniej i 

pośredniej detekcji

-często stosowany detektor

UV/VIS

-10-6 - 10-9-Selektywny

-czuły i selektywny

- Używany do związków 

fluorescencyjnych lub 

pochodnych

LIF

-10-5 (zależy to od 

rodzaju detektora MS i 

rodzaju metabolitów)

-Uniwersalny

-Selektwyny

-Informacje jakościowe i 

ilościowe

- wysoka czułość i selektywność

MS



Optymalizacja parametrów 
separacji w CE

• pH
– Pierwszy parametr do kontroli
– Efekt EOF i ruchliwości (ładunek)

• Rozpuszczalnik organiczny
– Solwatacja analitu

• Czynnik interakcji
– Parowanie jonów, solwatacja, itp.

• Warunki bezwodne
– Solwatacja i ładunek

• Temperatura
– Solwatacja, równowaga chemiczna



kardridż CE

kapilara*

wialka próbki/
buforu

pojemnik
na próbki

BGE*

N2

płyn osłonowy*

ESI*

masy
kalibracyjne

TOF

MASS SPECTROMETER

Aparatura CE-MS

* WYMAGANA OPTYMALIZACJA



z CE

płyn osłonowy

gaz z nebulizera

musi być zoptymalizowane

do MS

Źródło ESI CE-MS



CE-MS: Interfejs elektryczny

Obraz dostarczony przez Agilent Technologies

HV +/-

HV +/-

HV +/-
HV +/-

wylot

wejście kapilary 
do MS

zakończenie kapilary przy wylocie

zakończenie kapilary przy wysokim napięciu

zakończenie kapilary przy wylocie

źródło jonów



METABOLOMIKA



STRESZCZENIE

Wstęp do metabolomiki

1. Podejścia analityczne w metabolomice

 Przepływ pracy w badaniu metabolomicznym

 Kontrola jakości i procedura zapewnienia jakości w metabolomice

2. Przetwarzanie danych i identyfikacja metabolitów

 Przetwarzanie danych metodą pipeline

 Nietargetowe przetwarzanie danych metabolomicznych

 Identyfikacja metabolomiczna

 Analiza statystyczna

3. Analiza danych

 Od identyfikacji danych do szlaków biochemicznych

 Walidacja biomarkerów

4. Część praktyczna

 Metabolomika targetowa i nietargetowa

 Metabolomika wraz z wolnodostępnymi narzędziami online



Metabolomika

Nowa wschodząca dziedzina badań "omicznych" (obejmująca genomikę, proteomikę i metabolomikę),

zajmuje się kompleksową charakterystyką cząsteczek o niskich masach cząsteczkowych, czyli

metabolitów obecnych w systemach biologicznych.



Dodatek: definicja metabolomiki

• Pomiar dynamicznej, wieloparametrycznej odpowiedzi metabolicznej systemów żywych 

organizmów w stosunku do bodźców patofizjologicznych lub genetycznych

modyfikacji (Nicholson, 1999)

-ilościowy pomiar związanego z czasem "całkowity" odpowiedzi metabolicznej na    

bodźce patofizjologiczne (żywieniowe, ksenobiotyczne, chirurgiczne

lub toksyczne)

• MetaboLomics - obraz, MetaboNomics – film

• W dzisiejszych czasach wszystko jest Metabolomiką



Definicja metabolomu

• kompletny zestaw wszystkich metabolitów o niskiej masie 

cząsteczkowej, które, zmieniają się zgodnie z fizjologią, 

rozwojem stanu patologicznego komórki, tkanki, narządu 

lub organizmu ... "(Oliver 2002)

• Pochodzenie: Endometabolom, Microbiom, Xenobiom, 

Nutribiom…

• Natura: Glikom, Lipidom, Sfingolipidom, Peptydom ...

• Metabolom       Fenotyp

Gospodarz



Co może zapewnić metabolomika (I)

• Przegląd stanu metabolicznego i globalnych zdarzeń biochemicznych związanych z

systemem komórkowy lub biologicznym.

-stany patologiczne bez znanego mechanizmu, tj. związek pomiędzy otyłością

i insulinoopornością



Co może zapewnić metabolomika (II)

• Identyfikacja (propozycja) nowych biomarkerów, ważnych w  procesie 

odkrywania nowych leków lub jako narzędzie diagnostyczne w badaniach in vitro.

- na przykład nowe biomarkery diagnostyczne w postaci agresywnej, 

przewlekłej białaczce limfatycznej



Do czego może służyć metabolomika.....

• poszukiwanie różnic metabolicznych pomiędzy grupami (chory vs kontrola;

przed vs po leczeniu; jeden stan w porównaniu z innym)

• identyfikacja związków, które są znaczące i zaproponowanie mechanizmów

• zdobycie informacji na temat fenotypu

• obserwowanie efektów leczenia

• odnalezienie nowych celów terapeutycznych

Czym nie jest metabolomika……. 

• metodą, która ukazuje co dzieje się z metabolitami lub lekami

•    metodą do oznaczeń ilościowych

•    użycie prostego zestawu kitu w celu ilościowego określenia grupy metabolitów (wymaga NMR, MS ...)

•    możliwość oznaczeń bez równoczesnego porównania próbek



Definicja metabolizmu

Grupa (bio)chemicznych procesów wewnątrz

organelli, komórki, tkanki, narządów lub organizmu, 

niezbędnych do przeżycia



Podejścia analityczne w metabolomice



Trzy sposoby badań metabolomicznych

Analiza metabolomu

Odcisk palca
Profilowanie

metabolitów

Analiza targetowa

metabolitów

dodanie standardu do próbek w celu selektywności ilościowej

bezstronne próbki            przetwarzanie danych



Cykl pracy



Techniki analityczne

• GC/MS  

- związki polarne o małej masie cząsteczkowej

- głównie rozpuszczalne w wodzie (niektóre hydrofobowe)

- obróbka próbki: Derywatyzacja

- powtarzalna fragmentacja - bazy danych

• NMR

- rozpuszczalne w wodzie

- praktycznie bez obróbki próbki

- wysoki LOD

• LC/MS

- od małych do dużych (<1500 Da) od średnio polarnych do niepolarnych   

metabolitów

• CE/MS

- związki średnio polarne o małej masie cząsteczkowej

aminokwasy, acylokarnityny, poliaminy itp.

- brak derywatyzacji



Technika

analizy
Aplikacyjność Zalety Wady

GC-MS

Rozdział, identyfikacja oraz 

analiza ilościowa lotnych i 

termicznie stabilnych 

metabolitów, mniej 

polarnych.

Wysoka rozdzielczość 

chromatograficzna, 

dostępność bibliotek 

wielkoformatowych do 

identyfikacji metabolitów.

Niezdolność do analizowania 

metabolitów termo-labilnych 

i wysokocząsteczkowych, 

wymagana derywatyzacja, 

nielotnych metabolitów.

LC-MS

Rozdział, identyfikacja oraz 

analiza ilościowa szerokiej 

grupy metabolitów, w 

zależności od typu kolumny i 

fazy ruchomej.

Wysoka czułość, duża 

pojemność próbki, 

derywatyzacja nie jest 

wymagana, zdolność do 

analizy związków termo-

labilnych.

Ograniczona dostępności 

bibliotek komercyjnych, 

eluentów LC, efekt matrycy, 

ograniczony potencjał  

identyfikacyjny, chyba że, 

stosowana jest technika MS-

MS.

CE-MS

Rozdział, identyfikacja oraz 

analiza ilościowa polarnych i 

zjonizowanych metabolitów, 

przy użyciu zredukowanej 

objętości próbki.

Wysoka rozdzielczość i 

szybka analiza, użyteczna 

metoda dla złożonych próbek 

biologicznych, nawet dla 

małych objętości próbek.

Ograniczona dostępności 

bibliotek komercyjnych., 

niekompatybilność buforów, 

granice detekcji, ograniczony 

potencjał  identyfikacyjny, 

chyba że, stosowana jest 

technika MS-MS.

Platformy analityczne MS w metabolomice



Kontrola jakości i procedura zapewnienia jakości w metabolomice

A:Qcs (czerwone kropki) sklastrowane razem B:Qcs (czerwone kropki) rozrzucone



Analiza danych w metabolomice: Przetwarzanie sygnałów



Technika analityczna: GC/MS

• Chromatografia gazowa sprzężona ze spektrometrią mas

• Złoty standard

- bardzo czuła i powtarzalna metoda

- Informacje: analiza jakościowa i ilościowa

- biblioteki widm w celu identyfikacji metabolitów

- 10-20% znanych związków można analizować za pomocą GC

• Wysoka przydatność w metabolomice

(a) dane 3D GC/MS, 

(b) chromatogram wybranego jonu 

(c) w pojedynczym punkcie danych w czasie uzyskujemy pojedyncze widmo masowe. 



Dekonwolucja

Abril 2009Page 64

TIC

Component 1
Component 2

Component 3

Coelution of 3 compounds

matrix

target

interference

a) b)

After deconvolution

a) przed   i     b) po procesie dekonwolucji

(zhttps://www.agilent.com/cs/library/Support/Documents/f05017.pdf).



Dekonwolucja widm w LC-ESI-MS  i  CE-ESI-MS

• Metody oparte na analizie pików

• Molecular Feature Extractor (Agilent) oceniają dokładność pomiarów masy w celu 

grupowania jonów związanych przez stan powłoki ładunku, rozkład izotopowy oraz 

możliwe relacje chemiczne przy określaniu, czy różne jony mają tą samą cechę 

metaboliczną.

• Można rozważyć, czy jony pokrewne tworzą addukty: protonowe, sodowe, potasowe i 

amonowe w trybie pozytywnej jonizacji lub tracą proton, tworząc addukty mrówczanowe 

itp. w trybie jonizacji ujemnej



Po dekonwolucji

a)

b)

a) całkowity prąd jonów

b) chromatogramy dla każdego pojedynczego związku otrzymanego po dekonwolucji



Chromatogram lub lista cech?



Procesowanie danych

• Wyrównanie
-przesunięcia pików wzdłuż osi RT

-dwie grupy:

-dane wyrównywane przed detekcją piku

-metoda wyrównywania piku, gdy wykryte widmo naszego piku wyrównywane jest względem innych próbek.

-oprogramowanie:

– MetaboAnalyst (metaboanalyst.ca)

– mzmine and mzmine2 (http://mzmine.sourceforge.net/)

– metAlign

– BinBase (fiehnlab.ucdavis.edu)

– xcms and xcms2 (Scripps)

– metaXCMS (Scripps)

– XCMS Online (Scripps)

• Utracone dane
-problemy w dalszej analizie

-różne strategie

-zastąpienie przez wartość minimalną, przez średnią/medianę, metoda k -najbliższy sąsiad (kNN), 

probabilistyczna PCA (PPCA),  metoda Bayesa PCA (BPCA), rozkład według wartości osobliwych (SVD) ……

• Filtracja
-zmienne o bardzo małych wartościach - wykrywane za pomocą średniej lub mediany

-zmienne, które są prawie stałe - wykrywane za pomocą odchylenia standardowego (SD)

-zmienne, które wykazują niską powtarzalność - wykrywane przy użyciu próbki QC



Wstępna obróbka danych

• Normalizacja

-Normalizacja specyficzna dla próbki (tj. masa, 

objętość)

-Normalizacja za pomocą sumy lub mediany

-Normalizacja za pomocą próbki odniesienia

-Normalizacja przez spulowaną próbkę 

pochodzącą od grupy kontrolnej

-Normalizacja za pomocą funkcji odniesienia

-Normalizacja kwantyli

• Transformacja danych

-Transformacja logarytmiczna

-Transformacja cube root

• Skalowanie danych
- Średnia centrowana

- Automatyczne skalowanie (średnio-centrowane i

podzielone przez odchylenie standardowe

każdej zmiennej)

- Skalowanie Pareto (średnio-centrowane

i podzielone przez pierwiastek kwadratowy 

standardowego odchylenia każdej zmiennej)

- Skalowanie zakresu (średnio-centrowane

i podzielone przez zakres każdej zmiennej)



Statystyka dla metabolomiki

CELE:

o wykryć różnice pomiędzy grupami na poziomie chemicznym

o uszeregować związki według względnego znaczenia dla różnicowania próbek

ZMIENNE

o zmienna zależna: reprezentuje wydajność lub efekt, lub jest 

testowana w celu sprawdzenia, czy istnieje efekt,

np .: ilość metabolitu

o zmienna niezależna: reprezentuje moc wejścia lub przyczyny, lub 

testowane są, w celu zbadania, czy są jakieś

przyczyny, np .: warunki leczenia w obrębie

eksperymentu

TYPY

o Jednowymiarowa analiza UVA:

o Rozkład normalny: t-test Studenta, ANOVA,

o Rozkład nienormalny: Mann-Whitney U-Test, Kruskal-Wallis

o Wielowymiarowa analiza MVA: PCA, PLS-DA, OPLSDA



PCA

o wykorzystywane jako narzędzie w analizie danych 

eksploracyjnych

o każda kropka graficznie przedstawia każdą zmierzoną 

próbkę

o algorytm nie ma wiedzy na temat przynależności próbek do 

grupy -analiza bez nadzoru

o pierwszy główny składnik wyjaśnia w najbardziej istotny 

sposób wariancję

o związki wskazują wpływ próbki w analizie

o każda kropka jest sumą związków dla próbki

o szczelność klasteringu ma wpływ na wariancję próbek



Przewidywanie klas

• algorytm ma wiedzę na temat grup do których przynależą 

próbki - analiza nadzorowana

• Wspólne algorytmy

-Analiza dyskryminacyjna cząstkowych              

najmniejszych kwadratów (PLS-DA)

- Maszyna wektorów nośnych

- Drzewo decyzyjne

- Naïve Bayes

- Sieć neuronowa

algorytm wykorzystujący macierzyste dane w celu przewidywania

wyników przyszłych obserwacji



Przewidywanie klas: PLS-DA

Analiza metodą cząstkowych najmniejszych kwadratów - Analiza dyskryminacyjna 

Projekcja na strukturach opóźnionych - Analiza dyskryminacyjna

Metoda statystyczna, która ma pewien związek z analizą głównych składowych (PCA), ale

jest analizą nadzorowaną [supervised analysis] 

o tworzy model regresji liniowej, wyświetlając przewidywane i obserwowane zmienne w nowej przestrzeni

o dobrze dopasowana, gdy istnieje więcej predyktorów (związków) niż obserwacji (próbek)

o każdy związek ma t-wynik, który reprezentuje jego wpływ na prognozowanie 

o wartość ufności prognozowania jest przypisywana, gdy model jest uruchamiany



Jednowymiarowa i wielowymiarowa analiza statystyczna



Przewidywanie klas: Walidacja modelu

ocenia dokładność tworzonej reguły predykcji, wskazuje na nadmierne dopasowane modele

Zostaw jedną

o wszystkie próbki w zbiorze treningowym, z wyjątkiem jednej używane  są w celu zbudowania reguły przewidywania

o za pomocą tej reguły przewidywana jest klasa próbki, która została pominięta

o próbka zostaje zwrócona do zestawu treningowego, podczas gdy inna próbka jest pominięta i prognozowana

reguła budowana jest z pozostałych próbek

o proces ten powtarza się, aż każda próbka w zbiorze treningowym zostanie przewidziana dokładnie raz

o liczba poprawnych i niepoprawnych prognoz jest następnie sprawdzana w celu określenia wskaźnika sukcesu

N-krotnie

1. próbki w zbiorze treningowym są losowo dzielone na N równą podzbiorom, zachowując relatywną

częstotliwość klas

2. podzbiory N-1 są następnie łączone dla treningu, a pozostały zestaw służy do testowania

3. powtórzyć krok 2 z pominięciem każdej grupy

4. powtórz krok 1, 2, 3 M razy

5. każda próbka zostaje przewidziana M razy, a większość klas przewidywana jest M razy 

zgłaszanych w wynikach weryfikacji



Identyfikacja

1. Bazy danych dopasowują związki za pomocą dokładnego 

pomiaru masy

2. Bazy danych dopasowują związki za pomocą wzorca 

izotopowego

3. Bazy danych dopasowują związki za pomocą wzorca 

izotopowego oraz czasu retencji

4. Dopasowanie za pomocą biblioteki MS/MS

5. Dopasowanie za pomocą biblioteki MS/MS oraz czasu 

retencji

U
FN

O
ŚĆ



Klasyfikacja baz danych

• Na podstawie danych spektralnych

- głównie małe cząsteczki, a nie tylko metabolity

- NMR

- MS lub MS/MS

• Na podstawie informacji o związku

- nazwa związku, struktura, właściwości fizyczne, identyfikacja

• Na podstawie bazy danych szlaków metabolicznych

- metabolity, ksenobiotyki, białka, szlaki sygnałowe

• kompletna baza danych metabolomicznych

- kombinacja poprzednich



Lista baz danych w 2018 roku



• Stosowanie adnotacji metabolitów.

• Wyszukuje ujednoliconych związków z różnych źródeł.

• Stosuje wiedzę na podstawie danych podanych przez                

użytkownika.

• Pomocny w identyfikacji utlenionych lipidów.

• http://ceumass.eps.uspceu.es/mediator





Potwierdzenie przez dodanie standardu

kwas pipekolowy

metylo-lizyna



Od list do szlaków biochemicznych związków



Bazy danych szlaków biochemicznych

• Bogate źródło danych biologicznych, które dotyczą metabolitów genów, białek, chorób, sygnalizacyjnych 

zdarzeń i procesów

• Zapewnienie różnych narzędzi umożliwiających wizualizację i mapowanie genów/metabolitów

• Często obejmują wiele gatunków

• KEGG (www.genome.jp/kegg/), BioCyc / MetaCyc (https://biocyc.org/), SMPDB (www.smpdb.ca), 

Reactome (www.reactome.org), WikiPathways (http://www.wikipathways.org) ...

• "Ściśle mówiąc, można argumentować, że szlaki nie istnieją ... są tylko sieci. "(WikiPathways.org)



KEGG – Encyklopedia Kyoto Genów i Genomów

http://www.genome.jp/kegg/



Analiza wzbogacania, podejście MSEA

Analiza reprezentatywna Profilowanie pojedynczych próbek Analiza ilościowego 

wzbogacania

stężenie związku

selekcja związku

(t-test, klasterowanie) 

lista istotnych związków

stężenie związku stężenie związku

wejście ORA

dla MSEA

porównać do normalnych

odnośników

nieprawidłowy związek ocena bezpośrednia 

zestawu metabolitów

znajdź wzbogacone biologicznie

biblioteki zestawów metabolitów

interpretacja biologiczna



Rozpocznij od listy związków



Porównanie stężeń



Ilościowa analiza wzbogacania



WYNIK



Metaboanalityk

Analiza szlaku metabolicznego (MetPA)

• Cel: rozszerzenie i wzmocnienie analizy wzbogacania zestawu metabolitów dla

szlaków przez

-Biorąc pod uwagę struktury szlaku

-Wizualizację dynamiczną szlaku

• Obecnie obejmuje ~ 1500 szlaków 17 organizmów (w oparciu o KEGG)   



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_1



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_2

okno surowych danych



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_3



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_4



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_5



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_6



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_7



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_8



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_9



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_10



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_11



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_12

Grupowanie pików w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)

Grupowanie pików w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_13

Grupowanie pików w przedziale mas: 337,975 - 338,225 m/z (mzwid)

4 próbki w każdej grupie



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_14



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_15

liczba dopuszczonych, brakujących, 

widocznych pików w grupie



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_16

wykres wizualizacji wyniku korekty czasu retencji



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_17

krok

grupowania



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_18

krok

grupowania



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_19



Zajęcia praktyczne. Wizualizacja_20

xcms.summary Tworzy 

podsumowanie analizy XCMS



Lipidomika z wykorzystaniem 
spektrometrii mas

Elisabete Maciel, 
Eliana Alves, 

Pedro Domingues, 
Rosário Domingues



Liczba publikacji z dziedziny nauk omicznych
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Lipidomika

- Pełna charakterystyka związków lipidowych oraz ich

biologicznych funkcji w powiązaniu z ekspresją białek

warunkujących metabolizm lipidów i ich funcje, a także

ekspresją genów (wg. AOCS Lipids Library)

- Analiza profilu lipidowego w warunkach fizologicznych oraz

jego zmian w stanach patologicznych

Lipidomika

Ekstrakcja 
lipidów

Analiza 
lipidów

Analiza szlaków 
metabolicznych 

Analiza oddziaływań 
lipidy-białka



 Profilowanie lipidomu komórki

 Lipidy w strukturze błony komórkowej oraz jej dynamika

 Regulacyjna funkcja lipidów (np. jako cząsteczek
sygnałowych) 

 Integracja omik z wzajemnymi oddziaływaniami składników
komórki oraz przemianami zachodzącymi w 
komórce/organizmie

Lipidomika



Dlaczego lipidy są ważne?

Metabolizm energetyczny/rezerwa energetyczna

Błony komórkowe

Funkcja regulująca w komórce
przekaźnictwo sygnałowe, 
hormony, …

Zaburzenia metabolizmu lipidów i przekaźnictwa
syganłowego z ich udziałem odgrywają kluczową rolę

w fizjologii jak również stanach
patologicznych



Lipidy – błona komórkowa

Asymetria błony komórkowej

Struktura błony 
tratwy lipidowe 

warstwa 
wewnątrzplazmatyczna

warstwa 
zewnątrzplazmatyczna

wszystkie fosfolipidy

sfingomieliny

fosfatydylocholiny

fosfatydyloetanoloaminy

fosfatydyloseryny
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Profilowanie lipidów w komórce, tkankach 
i płynach ustrojowych

% of total acyl lipid content

Glycerolipids

Chloroplast

thylakoid

inner

mitochondrial

membrane

plasma

membrane

MGDG 51% 0 0

DGDG 26 0 0

SQDG 7 0 0

PC 3 27 32

PS 0 25 0

PG 9 0 0

PE 0 29 46

PI 1 0 19

CL 0 20 0

Każdy rodzaj komórek, tkanka oraz płyn ustrojowy posiada swój 
charakterystyczny profil lipidowy o określonym składzie związków lipidowych

Identyfikacja wszystkich lipidów obecnych w 
komórce -

Glicerolipidy

Tylakoidy

chloroplastów

Błona

wewnątrzmito

chondrialna

Błona 

komórkowa

% lipidów zawierających kwasy tłuszczowe



Profilowanie klas fosfolipidów

Kardiomiocyty

Komórki raka piersi

Phospholipid classes quantification

Main classes of phospholipids
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Zawartość fosfolipidów w poszczególnych klasach 

Główne klasy fosfolipidów
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Profil kwasów tłuszczowych

Wpływ rodzaju kwasów tłuszczowych na właściwości błony komórkowej

płynna lepka

nienasycone łańcuchy węglowodorowe nasycone łańcuchy węglowodorowe



Syntaza 
kwasów 

tłuszczowych

Dieta

Rodzina 10 lub (n-10)

Rodzina 7
lub (n-7)

Rodzina 9
lub (n-9)

Nasycone 
kwasy 

tłuszczowe

Rodzina 6
lub (n-6)

Rodzina 3
lub (n-3)



Jakie są największe wyzwania w 
lipidomice?



Strukturalna różnorodność lipidów

Lipidy

Kwasy 
tłuszczowe

Steroidy

Triglicerydy
Fosfo-

glicerydy
Woski Sfingolipidy

Sfingo-
mieliny

Glikolipidy

Cerebozydy Gangliozydy



Phospholipids

Znane także jako glicerofosfolipidy

Klasy fosfolipidów/glicerolipidów

Cholina

Etanoloamina

Glicerol

Mio inozytol

Seryna

Tlenek wodoru

Fosfatydylocholina (PC)

Fosfatydyloetanoloamina (PE)

Fosfatydyloglicerol (PG)

Fosfatydyloinozytol (PI)

Fosfatydyloseryna (PS)

Kwas fosfatydylowy (PA)
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PC, PE, PS, NPE, PG, CL, PI, PIP, PIP2, PIP3, LysoPLs……

Klasy fosfolipidów/glicerolipidów



Phospholipid shape and membranes
Fosfolipidy / zawartość kwasów tłuszczowych /                     

a właściwości błony komórkowej

płynna lepka

nienasycone łańcuchy węglowodorowe nasycone łańcuchy węglowodorowe

Fosfolipidy (75%) Glikolipidy (5%)

Cholesterol (5%)
Białko 

integralne
Białko powierzchniowe

CYTOPLAZMA

PŁYN POZAKOMÓRKOWY

środowisko hydrofobowe

lipidy cylindryczne

PC dwuwarstwa

a b

lipidy stożkowe
micelle

LPCAA

zew.

wew.



Biosynteza fosfolipidów

Określa i zmienia specyficzną 
sygnaturę lipidomu



Zmiany w lipidomie

Choroby
– upośledzenie szlaków metabolicznych
– Oksydacyjne modyfikacje lipidów

Inne:
– Dieta – żródło różnych lipidów

Znaczenie:
nowe biomarkery
nowe strategie leczenia
nowe zastosowania biotechnologiczne



Lipidomiczne strategie analityczne w 
celu określania lipidomu



Podejścia lipidomiczne

Liposomy TkankiKomórki

Ekstrakcja lipidów

Fracjonowanie/rozdzielanie 
metodami chromatograficznymi: 

TLC, HPLC lub SPE

Analizy wykorzystujące spektrometrię mas

Analizy targetowe

Analizy nietargetowe



Procedura analityczna w lipidomice

Lipidomika w oparciu o 
analizy wykorzystujące 

spektrometrię mas (MS) 





Ekstrakcja lipidów

Ekstrakcja chemiczna przy wykorzystaniu 
rozpuszczalników organicznych:

 Metoda Folcha 
(CHCl3:CH3OH 2:1)

 Metoda Bligh i Dyer 
(CHCl3:CH3OH 1:2)

 inne

cukry
sole

najczęściej
metanol
i woda

najczęściej
chloroform

rozpusz
czone
lipidy

chloroform
metanol
woda

strącone
białkoZawiesz-

ony i 
rozpusz-

czony
materiał 



Ekstrakcja lipidów

Analyzed Matrices Extration protocols

Cajka and Fiehn, Trens in Analytical chemistry, 2014

Analizowana matryca Metoda ekstrakcji

Osocze 
lub 

surowica 
krwi
39%

Tkanka 
zwierzęca
23%

Komórki
22%

Materiał 
roślinny

3%

Inne 
13%

Inne 
12%

Chloroform/MeOH
70%

DCM/MeOH
6%

MTBE/MeOH
12%



Selektywna ekstrakcja lipidów z osocza przy 
użyciu hybrydowych kolumienek SPE

Ekstrakcja lipidów



Frakcjonowanie ekstraktu lipidów

Ekstrakcja do fazy stałej
W celu oddzielenia obojętnych lipidów 
od polarnych 
Obojętne lipidy (TG) od PL

Metody chromatograficzne
TLC (Chromatografia cienkowarstwowa)

HPLC (Wysokosprawna chromatografia cieczowa)

W celu rozdzielenia klas lipidów/związków lipidowych

A

KONDYCJONOWANIE    WPROWADZENIE PRÓBKI      PRZEMYWANIE       WYMYWANIE

ANALIT ZANIECZYSZCZENIAANALIT



Rozdzielanie klas fosfolipidów

TLC HPLC
l 

Fosfolipidy można rozdzielić w zależności od ich polarności 
przy użyciu:



TLC – Chromatografia cienkowarstwowa

CL-Cardiolipiny

PA-Kwas fosfatygylowy

PE-Fosfatydyloetanolaminy

PS-Fosfatydyloseryny

PI-Fosphatydyloinozytol

PC-Fosfatydylocholiny

SM-Sfingomieliny

LPC-Lizofosfatydylcholiny

Różne układy eluentów – różne profile TLC



2D-TLC

Dwa różne układy rozpuszczalników

Prof Valerian Kagan lab



HPLC-MS

Cajka and Fiehn, Trens in Analytical 
chemistry, 2014

Materiał 
biologiczny

Ekstrakcja

Rozdział lipidów

Analiza 
LC-MS

Rozdział klas lipidów

Jonizacja Detekcja

Przetwarzanie 
danych

Osocze, surowica krwi

Tkanka zwierzęca lub roślinna, komórki

Dodatek standardu wewnętrznego

Obróbka danych

Identyfikacja i klasyfikacja lipidów

Analiza ilościowa
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on-line HPLC-MS

MS Analysis

off -lineTLC-MS

Lipid Extraction

MS Analysis
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Analiza MS

Analiza MS



ANALIZA DANYCH MS:

Jony powstające w wyniku procesu jonizacji lipidów

Klasa lipidów Tryb pozytywny Tryb negatywny

Kwasy tłuszczowe



Wysokorozdzielcza spektrometria mas (HRMS)

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011 Sep; 3(9): a004614. doi:   10.1101/cshperspect.a004614

 Duża dokładność pomiaru masy wykorzystywana do:

 ustalania masy cząsteczkowej

 wyznaczania wzoru sumarycznego i składu elementarnego

 ustalania struktury molekularnej

 rozróżniania jonów molekularnych związków izobarycznych (o tej samej

wartości stosunku m/z lecz różnym wzorze sumarycznym i strukturze

molekularnej)



Tandemowa spektrometria mas (MS/MS)
analiza danych

Fragmentacja:
 Izolacja wybranych jonów w trybie MS 

 Wytworzenie jonów pochodnych w 
trybie MS/MS

 Informacja na temat budowy 
strukturalnej

MS Spectrum

 MS/MS Spectrum

Interpretacja widm MS/MS jest jak 
układanie puzzli

↓
Pozwalają uzyskać informacje na 

temat budowy strukturalnej 
związków wyjściowych.

Mieszanina 
związków w 

trybie MS

Jony precursora

Jony pochodne

Izolacja jonów 
do trybu 

MS/MS (M+H+)



Tandemowa 
spektrometria mas

(MS/MS) 
Glycerophospholipids 



Glicerofosfolipidy lub fosfolipidy (PL)

Wymagane informacje dla 

potwierdzenia struktury:

- identyfiakcja polarnej głowy

- identyfikacja kwasów   

tłuszczowych

Fragmentacja zależy od:

- rodzaju jonu prekursora

- energii kolizji

- innych czynników

-H Wodór

O O
P

O
Polarna głowa

O

O

OH

Reszta kwasu tłuszczowego

Reszta kwasu tłuszczowego

R1

R2

R1 oraz R 2 grupy alkilowe

w pozycji sn-1 i sn-2 

N
+

NH2

H

OHOH

OH
OH

H

H

H

OH

NH2

O

OH

OHOH

Cholina

Etanolamina

Inozytol

Seryna

Glicerol
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-R1COOH-R2COOH [M+H]+

Fosfatydylocholiny – MS/MS [M+H]+

Widmo MS/MS
- m/z 184
- utrata cząsteczki 

kwasu tłuszczowego

PC 16:0/18:1
R

R

+



• Tryb jonizacji pozytywnej [M+H] +

• Tryb jonizacji negatywnej [M-H] –
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-R2CO

-141Da

Fosfatydyletanolaminy – PE  

[M+H]+

H+

Na+
H+

Utrata charakterystycznego fragmentu 
o masie141 Da

utrata RCOOH i RC=O

(R1=CO+ i R2=CO+).

ESI-MS/MS  [M+H]+

R

R

PE 16:0/18:1



R1COO-

R2COO- [M-H]-

[M-H]-

Fosfatydyletanolaminy – MS/MS

Widmo MS/MS w trybie negatywnej 
jonizacji

• jon R1COO-

• jon R2COO-

R2COO-

R1COO-

-O

ESI-MS/MS  [M-H]-



03-Mar-2010
09:49:39
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MS/MS [M+H]+ utrata charakterystycznego fragmentu o masie 185 Da

RK-PLPS neg #134-260 RT: 0.70-1.46 AV: 127 NL: 3.94E5
T: ITMS - c ESI Full ms2 758.40@17.00 [ 205.00-770.00]
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Klasyfikacja  fosfolipidów (MS/MS)

Informacje dotyczące reszt kwasów tłuszczowych

– Tryb jonizacji pozytywnej
• utrata RCOOH i R=C=O

– Tryb jonizacji negatywnej
• wytworzenie anionu karboksylowego RCOO-

Klasa fosfolipidów
Wykrywane

jony

Tryb

pozytywny
Tryb negatywny

Fosfatydylocholiny (PC) [M+H]+ PIS m/z 184 -

Fosfatydyloetanoloaminy

(PE)
[M+H]+ [M-H]- NLS 141 Da -

Fosfatydyloseryny (PS) [M+H]+ [M-H]- NLS 185 Da NLS 87 Da

Fosfatydyloglicerole (PG) [M-H]- - NLS 74 Da

Fosfatydyloinosytole (PI) [M-H]- - PIS m/z 241

Kardiolipiny (CL) [M-H]-[M2H]2-

Sfingomieliny (SM) [M+H]+ PIS m/z 184 -
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Bioinformatyczne narzędzia:
Mzmine
Compound Discover
Lipidizer
LipidBlast
inne

Nietargetowa analiza lipdomiczna



Lipidomika Shotgun

Targetowa analiza lipidomiczna

Klasa fosfolipidów
Tryb

pozytywny
Tryb negatywny

Fosfatydylocholiny (PC) PIS m/z 184 -

Fosfatydyloetanoloaminy

(PE)
NLS 141 Da -

Fosfatydyloseryny (PS) NLS 185 Da NLS 87 Da

Fosfatydyloglicerole (PG) - NLS 74 Da

Fosfatydyloinosytole (PI) - PIS m/z 241

Kardiolipiny (CL)

Sfingomieliny (SM) PIS m/z 184 - źródło 
jonizacji

MS1 
(analizator mas)

MS2 
(analizator mas)

detektor
Cela kolizyjna 

(CID)

Skanowanie

Skanowanie

Skanowanie

SkanowanieIzolacja m/z

Izolacja m/z

Izolacja m/z Izolacja m/z

Skanowanie jonów pierwotnych

Skanowanie jonów wtórnych

Utrata obojętnej cząsteczki

Monitorowanie wybranych reakcji fragmentacji (SRM)

Fragmentacja 
wyizolowanego 
jonu prekursora

Jony prekursorów 
dla wybranego 
jonu potomnego 

Jony po utracie 
określonej cząsteczki 
neutralnej 

Jony 
specyficznej
pary 
prekursor/
fragment



Analiza ilościowa przy użyciu LC-MS

Standard
wewnętrzny

Przed 
analizą MS

• Odpowiedź ilościowa jest inna zależnie od rodzaju 

związku lipidowego

• Inny standard wewnętrzny dla każdej klasy lipidów

Normalizacja sygnału poszczególnych związków 

lipidowych do sygnału standardu wewnętrznego 

odpowiedniej klasy lipidów

Potencjalne straty analitu
podczas ekstrakcji

di-C14 di-C15
di-C17

Przed 
ekstrakcją

Standard wewnętrzny Analit

PL Species

Internal 
Standard

Chromatogram wybranych jonów



Ten projekt został sfinansowany przy wsparciu Unii Europejskiej.

Niniejsza prezentacja odzwierciedla jedynie poglądy autorów, a Komisja nie 
ponosi odpowiedzialności za jakiekolwiek wykorzystanie informacji zawartych 

w tej prezentacji



Proteomika z wykorzystaniem

spektrometrii mas

Pedro Domingues  

Rosário Domingues  

Rita Ferreira

Tânia Melo  

Eliana Alves  



S. Serevisiae

Ilość białek (proteom): 5858  

Całkowita ilość białek/komórkę: 42 x106

Proteom

pierwszy decyl dziesiąty decyl

Mediana ilości białek (ilość cząsteczek/komórkę)

67% 
proteomu

Udział w procesach:
Translacja (p = 3.0 * 10-140)

Udział w procesach:
Regulacja cyklu komórkowego (p = 1.1 * 10-5)
Ubikwitynacja białek (p = 6.6 * 10-5)
Odpowiedź na uszkodzenia DNA (p = 5.6 * 10-3)



Proteomika

mRNA

Translacja

Łańcuch polipeptydowy

Dojrzewanie

Funkcjonalne 
białko

Niepoprawne 
białko

Nadmiar 
białek

Degradacja Interakcje z 
innymi białkami

Modyfikacje 
białek

Rozmieszczenie w różnych 
kompartymentach komórki

Prawidłowy poziom funkcjonalnych białek

Analizy ekspresji białek

Istotne:
• Próbki są złożonymi 

mieszaninami białek
• Cały proteom to 200 i 

więcej białek

Proteomika funkcjonalna

Istotne:
• Próbki są złożonymi 

mieszaninami białek
• Frakcje białkowe
• Organella

• 1-200 białek

Analizy PTM 

Istotne:
• Próbki nie są 

złożone

• 1-20 białek



Proteomika

Analiza z użyciem LC-MS
Automatyzacja 

analizy danych

Próbka
tkanka/komórki

Ekstrakcja i oczyszczanie 

białek

Trawienie białek

i oczyszczanie 

peptydów



Proteomika oparta na spektrometrii mas 



L
ic

zb
a 

b
ia

łe
k

Całkowita liczba białek w próbce

Liczba białek wykrytych

Czułość =

Liczba białek wykrytych

Całkowita liczba 

białek w próbce

• Czułość

• odpowiedź przyrządu/systemu pomiarowego

• Limit detekcji

• Stosunek sygnału do szumu („signal to noise”, S/N)

• Zależny od poziomu złożoności matrycy

W badaniach omicznych:

Czułość



Białka osocza

Klasyczne białka osocza Białka 
tkankowe

Interleukiny



Metody oparte na analizie sekwencji 
peptydów lub białek



Analiza peptydów (shotgun) 



Analiza peptydów 
połączona z rozdziałem elektroforetycznym



Oznaczenia białek oparte na MS: koncepcja

(PMF - Peptide Mass Fingerprinting) (PFF - Peptide Fragment  Fingerprinting)



Trawienie 

proteosomalne

Baza 

danych

Eksperymentalne 

wyniki MS

Sekwencje 

białkowe
Analizowane 

białko

Sekwencje 

fragmentów białek

Trawienie in silico

Fragmenty 

białek

Oprogramowanie

MS Oprogramowanie

Najlepsze 
trafienia

Oznaczenia białek oparte na MS: koncepcja

Teoretyczne 

wyniki MS



Bazy danych sekwencji białkowych

* proteomiczne bazy dany zawierające niezrecenzowane sekwencje białkowe 



Bazy danych sekwencji białkowych - UniProt



Teoretyczne trawienie białek (in silico)



trawienie trypsyną

Trypsyna w przeważającej mierze degraduje białka po stronie karboksylowej 

(lub "C-końcowej") aminokwasów:

- lizyny (K)

- argininy (R)

- z wyjątkiem sytuacji, gdy jedna z powyższych jest związana z proliną (P).

Teoretyczne trawienie białek (in silico)



PMF (peptide mass fingerprinting)

Lista pików (m/z):

Poziom odcięcia (treshold)

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min
847.50413
868.97220
922.46673
923.48150
927.49393
1022.45510
1050.45330
1163.63123
1164.65310
1193.60273
1249.62173
1250.71030
1296.75560
1297.74990
1305.71663
1416.79290
1439.81233
1479.79593
1482.75830
1567.74323
1639.93833
1823.86000



Wyszukiwarki identyfikujące białka

• Mascot

• X!Tandem,

• MS-GF+,

• MS Amanda,

• MyriMatch,

• Comet,

• Tide,

• Andromeda

• OMSSA

• ProteinProspector

• Sequest

• PEAKS

• PRIDE

• ….



PMF (peptide mass fingerprinting)

Wyszukiwanie sekwencji białek



PMF (peptide mass fingerprinting)

Lista pików (m/z):

847.50413

868.97220

922.46673

923.48150

927.49393

1022.45510

1050.45330

1163.63123

1164.65310

1193.60273

1249.62173

1250.71030

1296.75560

1297.74990

1305.71663

1416.79290

1439.81233

1479.79593

1482.75830

1567.74323

1639.93833

1823.86000



PMF (Wyniki w programie Mascot)

Decoy („wabik”)

1. Podczas wyszukiwania, za każdym razem, gdy 

testowana jest sekwencja białek z docelowej bazy 

danych, sekwencja decoy o tej samej długości jest 

automatycznie generowana i testowana.

2. Dopasowania i wyniki dla sekwencji wabików są 

rejestrowane oddzielnie w pliku wynikowym.

3. Po zakończeniu wyszukiwania w nagłówku wyników 

zostaną podane liczby dopasowań i współczynnik 

fałszywych odkryć.

Zanieczyszczenia:

Sekwencje dla typowych zanieczyszczeń, takich jak 

keratyny, BSA i trypsyna.

Liczba „Expect” pokazuje ile razy spodziewamy się 

uzyskać równy lub wyższy wynik, wyłącznie 

przypadkowo (im mniej, tym lepiej).



PMF (Wyniki w programie Mascot)

• Wynik w Mascot Score jest podawany jako S = -10*Log(P), gdzie:

• P to prawdopodobieństwo, że obserwowany mecz jest przypadkowym zdarzeniem

• P = E * N-1

• E = wartość oczekiwana

• N = liczba białek w bazie danych

• Znaczenie tego wyniku zależy od wielkości przeszukiwanej bazy danych. Mascot zaznacza na 

zielono trafienia przy wartości odcięcia E = 0,05



PMF (Wyniki w programie Mascot)



PMF (peptide mass fingerprinting)

Lista pików (m/z):

Poziom odcięcia (treshold)

Przeszukane wartości mas: 22
Dopasowane wartości mas: 11

COM=10 pmol digest of Sample BSA
MASS=Monoisotopic
USERNAME=Pedro Domingues
USEREMAIL=p.domingues@ua.pt
TITLE= Cmpd 7, +MS, 16.8 min
847.50413
868.97220
922.46673
923.48150
927.49393
1022.45510
1050.45330
1163.63123
1164.65310
1193.60273
1249.62173
1250.71030
1296.75560
1297.74990
1305.71663
1416.79290
1439.81233
1479.79593
1482.75830
1567.74323
1639.93833
1823.86000



PMF (peptide mass fingerprinting)

•Szybka, prosta analiza

•Wysoka czułość

•Nie nadaje się do analiz mieszanin 

(szczególnie w przypadku małych 

cząsteczek)

•Niezbędna jest wysoka dokładność 

analizatora mas.



Oznaczenia białek oparte na MS: koncepcja PFF

Trawienie 

proteosomalne

Baza 

danych

Eksperymentalne 

wyniki MS/MS

Sekwencje 

białkowe
Analizowane 

białko

Obliczanie mas peptydów 

i wyznaczanie spektrum

Oprogramowanie

Fragmenty 

białek

Oprogramowanie

MS

MS/MS

Oprogramowanie

Najlepsze 
trafienia

Teoretyczne 

wyniki MS/MS







Fragmentacja peptydów

CID

Roepstorff P. and Fohlman J (1984)  

Biemann, 1988

Aminokwas 1 Aminokwas 2

Wiązanie peptydowe



Fragmentacja zależna od ładunku

Formowanie jonów typu b Formowanie jonów typu y
oraz/lub

+
cząsteczka neutralna odebrana przez system próżniowy

+
cząsteczka neutralna odebrana przez system próżniowy



Dopełniające się pary jonów b/y
(wielokrotnie naładowane jony)

[ANELK+H]2+ [ANE+H]+ +  

[ANE+H]2+  

ANE

[LK+H]+  

LK+H  

[LK+H]2+

[ANELK+2H]2+ [ANE+H]+  

[LK+H]+



Dopełniające się pary jonów b/y

trypsyna Lys (K)

L



Modele fragmentacji peptydów in silico

AEFVEVTK

http://db.systemsbiology.net:8080/proteomicsToolkit/  FragIonServlet.html



Modele fragmentacji peptydów

Sposób jonizacji Metoda fragmentowania Energia fragmentacji

 korelacje między jonami
 zależności wynikające z pozycji miejsca cięcia w peptydzie
 wpływ flankujących aminokwasów na miejsce cięcia



Wyszukiwarki identyfikujące peptydy

• Mascot

• X!Tandem,

• MS-GF+,

• MS Amanda,

• MyriMatch,

• Comet,

• Tide,

• Andromeda

• OMSSA

• ProteinProspector

• Sequest

• PEAKS

• PRIDE

• ….



Identyfikacja białek



Specyficzna fragmentacja peptydów 
(PFF, Peptide Fragment Fingerprinting)

próbka

trawienie 
trypsyną

peptydy

COM=10 pmol digest of Sample BSA  

MASS=Monoisotopic

USERNAME=Pedro Domingues

USEREMAIL=p.domingues@ua.pt 

BEGIN IONS

TITLE= Cmpd 7, +MSn(461.8), 16.8 min

PEPMASS=461.7491 18565  CHARGE=2+

147.05 229  

154.98 787 1+  

172.95 1734 1+  

183.87 410 1+

200.91 2479 1+

218.92 144

248.16 150

347.22 250

347.96 200  

476.17 670 1+

548.13 180

575.33 672  

576.37 393 1+

675.33 231  

722.45 13125 1+

723.14 357 1+

759.39 159

833.47 141

851.45 149  

904.13 432 1+

END IONS

MS/MS 461.7

mailto:USEREMAIL=p.domingues@ua.pt


PFF (Mascot)



PFF (Mascot)



PFF (Mascot)



PFF (Mascot)



2-PFF (Mascot)



PMF (Ortogonalny zestaw danych i poziom ufności)

• Ortogonalny zestaw danych i poziom ufności

• Db : 100 000 sekwencji

• 500 widm

• Prawdopodobieństwo jednego (dowolnego) widma "przypadkowo" pasujące 

do sekwencji (niewłaściwe dopasowanie):

• 1/100 000 x 500 = 5.10-3 (0.005)

• Prawdopodobieństwo błędnego przyporządkowania 2 widm :

• 5.10-3 x 5.10-3= 2.5 x 10-5

• Znacznie wyższe jest prawdopodobieństwo identyfikacji z co 

najmniej 2 peptydami pasującymi do tej samej sekwencji białka



Tandemowa spektroskopia masowa

Baza sekwencji 
białkowych

Trawienie białek
in silico

Schemat 
fragmentacji

Dopasowanie



2-PFF

• Identyfikacja peptydu na podstawie danych MS/MS

• Wysoce zautomatyzowany
• Może uzyskać dopasowania z danych marginalnych

• Może być powolny
• Duży zbiór danych

Peptydy Białka Lista białek

Lista białek (grup białek) w której 
zawarte są wszystkie 
zidentyfikowane peptydy
1. Białko A, 

Prawdopodobieństwo PA,
Peptydy 1, 2

2a.  Białko C, 
Prawdopodobieństwo PC, 
Peptydy 3, 4, 5, 6

2b. Białko B, 
Prawdopodobieństwo PB= 0,    
Peptydy 3, 4

3. Białka G, E, 
Prawdopodobieństwo PA, 
Peptydy 7, 8, 9





Praktyczne wykorzystanie bioinformatyki

Zamiana otrzymanych danych na pliki mzML z użyciem MSConverter (ProteoWizard)

Aby obejrzeć dane w aplikacji mMass, należy przekonwertować dane RAW 

na format mzML.



Dane w formacie mMass

1)Otwórz plik w formacie mzML

2)Przeanalizuj sekwencje otrzymane z widm MS i MS/MS

3)Otwórz MS w szycie piku 45.50.

4)Przeanalizuj widmo MS w RT 47.50

5)Odszukaj w widmie MS/MS m/z = 1216.56(+2) w RT 47.53

6)Odnajdź wybrane wartości MS/MS w programie Mascot





Analiza danych MS/MS (Mascot)

Modyfikacje: 

Oxidation M  

Carbamidomethyl (C)



Analiza danych MS/MS (Mascot)



Analiza danych MS/MS (Mascot)



Analiza danych MS/MS (Mascot)



mMass

•Dostępne narzędzia

•Kalkulator mas

•Przetwarzanie masy na wzory



Generowanie bazy danych FASTA 

z Uniprot (SwissProt)

1) Należy pobrać plik FASTA proteomu Homo Sapiens ze strony Uniprot.

2) Należy wybrać recenzowaną 

wersję plików FASTA (SwissProt)



Narzędzie do przetwarzania danych 

Dbtoolkit

Można przeglądać i edytować informacje w pliku FASTA za pomocą programu Dbtoolkit



Przetwarzanie danych przez MSConverter

(ProteoWizard)

• MSConverter w programie ProteoWizard przekształca dane HPC-MS

uzyskane podczas pracy spektrometru mas (plik RAW) na format 

otwierany przez SearchGUI (pliki MGF).



Wyszukiwarka SearchGUI

1)Otwórz SearchGUI.

2)W ustawieniach wyszukiwania 

wybierz edycję i wypełnij 

formularz, jak pokazano.

3)Wybrano modyfikacje zmienne 

(dlaczego?).

4)Możesz także skonfigurować 

PeptideShaker, aby otworzyć 

plik wyników, jak pokazano 

poniżej.

5)Wyszukiwarka SearchGUI

zapyta, czy chcesz utworzyć 

plik fasta

concatenated_target_decoy. 

Wybierz „yes" (dlaczego?)



Wyszukiwarka SearchGUI

Wybierz opcje wyszukiwania 

i bazę danych FASTA

Wybrano modyfikacje zmienne. 

Dlaczego?



Wybierz opcje programu PeptideShaker



Generowanie i ocena wyników. PeptideShaker

do wizualizacji peptydów i białek oraz do walidacji. Analiza PTM

1) Po przetworzeniu danych przez SearchGUI (~3 minuty) wyniki zostaną 

otworzone w oknie PeptideShaker.

2) Jesteśmy w stanie zobaczyć ok 700 zidentyfikowanych białek,  chociaż 

373 zostały sklasyfikowane jako „niepewne” (dlaczego?).

3) Można również zobaczyć informacje o peptydach zidentyfikowanych dla 

każdego białka i widmach masowych z opisanym wzorem fragmentacji.



Dopasowanie widma do peptydu

(peptide-spectrum  match - PSM)



Analiza danych: informacje o białku, 

analiza szlaków i ontologia genowa

Zapoznaj się z zaawansowanymi 

opcjami analizy danych modułu 

PeptideShaker otwierając kartę 

modyfikacji (GO analysis tab).



Analiza danych: informacje o białku, 

analiza szlaków i ontologia genowa

W zakładce adnotacji można dodawać komentarze do każdego białka. Jeśli 

jednak chcesz opisać wiele białek, musisz wyeksportować wyniki (domyślny 

raport białkowy) i klikając link do strony internetowej obok zasobu, postępować 

zgodnie z instrukcjami podanymi na stronie internetowej zasobów.



Walidacja

Poziom odcięcia

Prawdziwie negatywne

Prawdziwie pozytywne

Fałszywie pozytywne

Fałszywie negatywne

Prawidłowe trafienia

Nieprawidłowe trafienia



Walidacja



Raport

Pokaż wyniki tej analizy:

• Liczba zidentyfikowanych białek

• 3 białka o największej intensywności pików

• Wybierz grupę na podstawie analizy GO

• Pokaż analizę sieci skojarzeń białka 

funkcjonalnego w tej grupie

• Opisz jedno białko stanowiące węzeł centralny





Ten projekt został sfinansowany przy wsparciu Komisji Europejskiej.

Niniejsze opracowanie odzwierciedla jedynie poglądy autorów, 

a Komisja nie ponosi odpowiedzialności za jakiekolwiek wykorzystanie 

informacji zawartych w tej publikacji.

Niniejsze e-materiały udostępnione są na licencji Creative Commons

Attribution-NonCommercial 3.0 License CC BY-NC 3.0.


