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В о с п р о и з в е д е н и е ,  а д а п т а ц и я  и л и  п е р е в о д  б е з  п р е д в а р и т е л ь н о г о  п о л у ч е н и я  п и с ь м е н н о г о  

р а з р е ш е н и я  з а п р е щ е н ы ,  з а  и с к л ю ч е н и е м  с л у ч а е в ,  п р е д у с м о т р е н н ы х  з а к о н о м  о б  а в т о р с к и х  

п р а в а х .

И с т о р и я  д о к у м е н т а

П е р в о е  и з д а н и е :  м а р т  2 0 0 4  

Н а п е ч а т а н о  в  Г е р м а н и и  

О б я з а т е л ь с т в а

И н ф о р м а ц и я ,  и з л о ж е н н а я  в  д а н н о м  д о к у м е н т е ,  м о ж е т  и з м е н я т ь с я  б е з  д о п о л н и т е л ь н о г о  

у в е д о м л е н и я  к л и е н т о в .

B ru k e r  D a lto n ik  G m b H  н е  д а е т  к а к о й -л и б о  г а р а н т и и  о т н о с и т е л ь н о  д а н н о г о  м а т е р и а л а ,  

в к л ю ч а я  и п о д р а з у м е в а е м ы е  г а р а н т и и  н а  т о в а р н о е  с о с т о я н и е  и п р и г о д н о с т ь  к о п р е д е л е н н ы м  

ц е л я м .

В ги к ег  D a lto n ik  G m b H  н е  н е с е т  о т в е т с т в е н н о с т и  з а  о ш и б к и , с о д е р ж а щ и е с я  в д а н н о м  

д о к у м е н т е ,  и л и  ж е  с о о т в е т с т в у ю щ и е  в ы з в а н н ы е  и м  у б ы т к и  в  с в я з и  с  д о с т а в к о й ,  к а ч е с т в о м  и 

и с п о л ь з о в а н и е м  э т о г о  м а т е р и а л а .

П Р Е Д У П Р Е Ж Д Е Н И Е  В ги к е г  D a lto n ik  G m b H  н е  н е с е т  о т в е т с т в е н н о с т и  з а  и с п о л ь з у е м о е  

п р о г р а м м н о е  о б е с п е ч е н и е  и л и  о б о р у д о в а н и е ,  п о с т а в л я е м о е  д р у г и м и  к о м п а н и я м и .

Н а з в а н и я  к о м п а н и й  и и х  п р о д у к ц и и , у п о м я н у т ы е  з д е с ь ,  м о г у т  я в л я т ь с я  т о р г о в ы м и  м а р к а м и  

и л и  их с о б с т в е н н и к а м и .

И н ф о р м а ц и я  о  б е з о п а с н о с т и  

К л а с с  б е з о п а с н о с т и

m ic ro flex , о б о р у д о в а н н ы й  з а к р ы в а ю щ е й с я  з а щ и т н о й  к р ы ш к о й , я в л я е т с я  п р и б о р о м  к л а с с а  

о п а с н о с т и  C l a s s  I L a s e r .  П р и  о т к р ы т и и  з а щ и т н о й  к р ы ш к и  е г о  м о ж н о  к л а с с и ф и ц и р о в а т ь  как  

п р и б о р  к л а с с а  о п а с н о с т и  C l a s s  III В  L a s e r .  О н  б ы л  с к о н с т р у и р о в а н  и п р о т е с т и р о в а н  в 

с о о т в е т с т в и и  с  Т р е б о в а н и я м и  п о  Б е з о п а с н о с т и  к э л е к т р и ч е с к о м у  о б о р у д о в а н и ю  д л я  

и з м е р е н и й ,  к о н т р о л я  и л а б о р а т о р н о г о  и с п о л ь з о в а н и я ,  и з л о ж е н н ы м и  в  П у б л и к а ц и и  IE C  1 0 1 0 -

1 ( С т е п е н ь  З а г р я з н е н и я  2 ).

У р о в е н ь  ш у м о в

7 0  д е ц и б е л  (в  п о з и ц и и  о п е р а т о р а ) ,  н о р м а л ь н о е  ф у н к ц и о н и р о в а н и е  в  с о о т в е т с т в и и  с  IS O

7 7 7 9 :  1 9 8 8

П Р Е Д У П Р Е Ж Д Е Н И Е

П о д к л ю ч е н и е  п р и б о р а  к и с т о ч н и к у  п и т а н и я , н е  о б о р у д о в а н н о м у  к о н т а к т а м и  з а щ и т н о г о  

з а з е м л е н и я ,  м о ж е т  п р и в е с т и  к п о р а ж е н и ю  о п е р а т о р а  т о к о м  и п о в р е ж д е н и ю  п р и б о р а .

К р о м е  т о г о , к п о р а ж е н и ю  т о к о м  и п о в р е ж д е н и ю  п р и б о р а  м о ж е т  п р и в е с т и  н а р у ш е н и е  

з а щ и т н о г о  п р о в о д н и к а  в н у т р и  и л и  с н а р у ж и  п р и б о р а ,  и л и  р а з ъ е д и н е н и е  к л е м м ы  з а щ и т н о г о  

з а з е м л е н и я .



П е р е д  к а к и м - л и б о  о б с л у ж и в а н и е м  п р и б о р а ,  т р е б у ю щ и м  е г о  в с к р ы т и я , н е о б х о д и м о  

о т с о е д и н и т ь  п р и б о р  о т  и с т о ч н и к а  п и т а н и я !

П Р Е Д У П Р Е Ж Д Е Н И Е

В с е  с о е д и н е н и я  п р и б о р а  д о л ж н ы  б ы т ь  п р а в и л ь н о  с о з д а н ы .  И с п о л ь з у й т е  т о л ь к о  т е  п р о в о д а  и 

к а б е л и , к о т о р ы е  п о л у ч и л и  в м е с т е  с  п р и б о р о м , л и б о  р е к о м е н д о в а н н ы е  п р о и з в о д и т е л е м .  

И д е н т и ф и к а ц и я

К а ж д ы й  п р и б о р  и м е е т  с в о й  с е р и й н ы й  н о м е р . Э т о т  н о м е р  р а с п о л о ж е н  в  н и ж н е й  ч а с т и  

п р и б о р а .  П р и  о б р а щ е н и и  в  B ru k e r  D a lto n ik  G m b H  у к а ж и т е  п о л н ы й  с е р и й н ы й  н о м е р  и н о м е р  

м о д е л и  В а ш е г о  п р и б о р а .  З а п и ш и т е  з д е с ь  с е р и й н ы й  н о м е р  В а ш е г о  п р и б о р а ,  ч т о б ы  

в п о с л е д с т в и и  В ы  м о г л и  б ы с т р о  к н е м у  о б р а т и т ь с я :

Н о м е р а  д е т а л е й

В д а н н о м  р у к о в о д с т в е  н о м е р а  д е т а л е й  у к а з а н ы  в с к о б к а х  п о с л е  н а з в а н и я  к а ж д о й  д е т а л и .  

Н е к о т о р ы е  д е т а л и  и в с п о м о г а т е л ь н ы е  м а т е р и а л ы  н е  п р о н у м е р о в а н ы  и н е  м о гу т  б ы т ь  

п о с т а в л е н ы  B ru k e r  D a lto n ik  G m b H . Б о л ь ш и н с т в о  т а к и х  д е т а л е й  м о ж н о  п о л у ч и т ь  в  к о м п а н и я х  

п о  м а т е р и а л ь н о - т е х н и ч е с к о м у  о б с л у ж и в а н и ю  л а б о р а т о р и й .

С е р и й н ы й  н о м е р  р у к о в о д с т в а ;  #  2 2 6 9 2 0  

Т е х н и ч е с к а я  п о д д е р ж к а

В с л у ч а е  в о з н и к н о в е н и я  к а к и х -л и б о  п р о б л е м  с  В а ш и м  п р и б о р о м , п о ж а л у й с т а ,  о б р а щ а й т е с ь  

п о  с л е д у ю щ и м  а д р е с а м ;
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1 МАСС-СПЕКТРОМЕТР M I C R O F L E X

m i c r o f l e x  -  э т о  н а с т о л ь н ы й  р е ф л е к т о р н ы й  в р е м я п р о л е т н ы й  м а с с - с п е к т р о м е т р  (с м . Р и с . 1 -1 ) 

с  и о н и з а ц и е й  M A L D l\  с  и с т о ч н и к о м  и о н о в  m ic ro S C O U T  к о м п а н и и  B ru k e r , а  т а к ж е  

в е р т и к а л ь н о й  т р у б о й  д р е й ф а  и о н о в , р е ф л е к т о р а м и  (о п ц и о н а л ь н о )  и д е т е к т о р а м и  н а  о с н о в е  

д в о й н ы х  п л а с т и н  с  м и к р о к а н а л а м и .  П р и б о р  п р е д н а з н а ч е н  д л я  а в т о м а т и з и р о в а н н о й  

и д е н т и ф и к а ц и и  и х а р а к т е р и з а ц и и  б е л к о в ,  д е т е к т и р о в а н и я  б и о м а р к е р о в ,  к о н т р о л я  к а ч е с т в а  

о л и г о н у к л е о т и д о в ,  и S N P - г е н о т и п и р о в а н и я .

’ M A LD I (M a trix  A s s i s t e d  L a s e r  D e s o rp t io n /I o n iz a t io n )  -  Л а з е р н а я  д е с о р б ц и я /и о н и з а ц и я  п р и  

с о д е й с т в и и  м а т р и ц ы



1.1 В е с  и г а б а р и т ы  с и с т е м ы  m ic r o f l e x

5 ]  ^

Р и с у н о к  1-1 В е с  и г а б а р и т ы  м а с с - с п е к т р о м е т р а  m ic ro fle x

1.2 Т е х н и к а  б е з о п а с н о с т и

У к а з а н и я  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  м а с с - с п е к т р о м е т р а  m ic ro fle x  

в к л ю ч а ю т :

з н а к и  б е з о п а с н о с т и :

т е к с т о в ы е  о б о з н а ч е н и я  и с и м в о л ы  ( р а з д е л  1 .2 .2 ) ; 

м е р ы  п р е д о с т о р о ж н о с т и  ( р а з д е л  1 .2 .3 ) ;

т е х н и к у  б е з о п а с н о с т и  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  э л е к т р и ч е с к и х  с и с т е м  ( р а з д е л  1 .2 .5 ) .



1.2.1 Знаки безопасности

В ы  м о ж е т е  о б н а р у ж и т ь  н а  к о м п о н е н т а х  м а с с - с п е к т р о м е т р а  и л и  р я д о м  с  н и м и  с л е д у ю щ и е  

зн а к и ;

Т а б л и ц а  1-1  З н а к и  б е з о п а с н о с т и

О п и с а н и е

З н а к  у к а з ы в а е т ,  ч т о  у п р а в л е н и е  и л и  о б с л у ж и в а н и е  п р и б о р а  м о ж е т  

п р и в е с т и  к е г о  п о в р е ж д е н и ю , е с л и  н е  с о б л ю д а т ь  н е о б х о д и м ы е  м е р ы . 

М о ж е т  о б о з н а ч а т ь  л ю б о й  т и п  у г р о з ы . Е с л и  В ы  в и д и т е  т а к о й  зн а к , 

с л е д у е т  о б р а т и т ь с я  к с т р а н и ц а м  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  д а н н о й  

и н с т р у к ц и и , ч т о б ы  п о л у ч и т ь  н е о б х о д и м ы е  у к а з а н и я .

П р и  н е с о б л ю д е н и и  т е х н и к и  б е з о п а с н о с т и  с у щ е с т в у е т  о п а с н о с т ь  

э л е к т р и ч е с к о г о  ш о к а  в  с в я з и  с  в ь ю о к и м  н а п р я ж е н и е м .

В о з м о ж н о с т ь  н а л и ч и я  л а з е р н о г о  и з л у ч е н и я .

П р и  з а к р ы т о й  з а щ и т н о й  к р ы ш к е  m ic ro f le x  я в л я е т с я  п р и б о р о м  к л а с с а  

о п а с н о с т и  C l a s s  I L a s e r .  П р и  о т к р ы т о й  з а щ и т н о й  к р ы ш к е  о н  с т а н о в и т с я  

п р и б о р о м  к л а с с а  C l a s s  III В  L a s e r .

О б о з н а ч а е т ,  ч т о  д а н н ы й  к о н т а к т  л и б о  п о л у ч а е т ,  л и б о  п о с т а в л я е т  

п е р е м е н н ы й  т о к  и л и  н а п р я ж е н и е .

Ф

О

У к а з ы в а е т  н а  н е о б х о д и м о с т ь  п о д с о е д и н е н и я  з а щ и т н о г о  к о н ц а  

з а з е м л е н и я  д о  с о з д а н и я  к а к и х -л и б о  д р у г и х  э л е к т р и ч е с к и х  с о е д и н е н и й

О б о з н а ч а е т  п о л о ж е н и е  O F F  г л а в н о г о  в ы к л ю ч а т е л я  п и т а н и я  п р и б о р а . 

О б о з н а ч а е т  п о л о ж е н и е  O N  г л а в н о г о  в ы к л ю ч а т е л я  п и т а н и я  п р и б о р а .



С л е д у ю щ и е  т е к с т о в ы е  о б о з н а ч е н и я  и с и м в о л ы  и с п о л ь з у ю т с я  д л я  т о г о , ч т о б ы  с о о б щ и т ь  о  

н е о б х о д и м о с т и  с о б л ю д е н и я  н е к о т о р ы х  т р е б о в а н и й  п о  б е з о п а с н о с т и :

У к а з ы в а е т  н а  в а ж н о с т ь  и н ф о р м а ц и и ,  с о д е р ж а щ е й с я  в  м е т о д и к е  и ли  

о п и с а н и и .

У к а з ы в а е т  н а  о п е р а ц и ю , к о т о р а я  м о ж е т  п р и в е с т и  к п о в р е ж д е н и ю  

п р и б о р а  п р и  н е с о б л ю д е н и и  м е р  б е з о п а с н о с т и .

1.2.2 Т е к с т о в ы е  о б о з н а ч е н и я  и с и м в о л ы

П редупреж дение:

У к а з ы в а е т  н а  о п е р а ц и ю , в ы п о л н е н и е  к о т о р о й  м о ж е т  п р и в е с т и  к 

т е л е с н ы м  п о в р е ж д е н и я м  п р и  н е с о б л ю д е н и и  м е р  б е з о п а с н о с т и .

напряжение:

У к а з ы в а е т  н а  о п е р а ц и ю , в ы п о л н е н и е  к о т о р о й  м о ж е т  п р и в е с т и  к 

т е л е с н ы м  п о в р е я о д е н и я м  п р и  н е с о б л ю д е н и и  м е р  б е з о п а с н о с т и .

1.2.3 Меры предосторожности при управлении прибором

Д л я  В а ш е й  б е з о п а с н о с т и  и п р е д о т в р а щ е н и я  п о р ч и  о б о р у д о в а н и я ,  о з н а к о м ь т е с ь  с о  

с л е д у ю щ и м и  у к а з а н и я м и .

П е р е д  и с п о л ь з о в а н и е м  п р и б о р а  п р о ч и т а й т е  в с е  о б о з н а ч е н и я  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и ,  

и з л о ж е н н ы е  в н а ч а л е  д а н н о г о  р у к о в о д с т в а .

Н о с и т е  п о д х о д я щ у ю  з а щ и т н у ю  о д е ж д у , в к л ю ч а я  з а щ и т н ы е  о ч к и  и п е р ч а т к и , п р и  

п р и г о т о в л е н и и  о б р а з ц о в  и р а с т в о р о в ,  и с п о л ь з у е м ы х  п р и  р а б о т е  н а  д а н н о м  п р и б о р е .

П р и  р а б о т е  с  р а с т в о р и т е л я м и  с о б л ю д а й т е  т р е б о в а н и я  м е т о д и к и  п о  б е з о п а с н о с т и  и 

р е к о м е н д а ц и и  п р о и з в о д и т е л я .

О ч и с т и т е  в н е ш н и е  п о в е р х н о с т и  п р и б о р а  м я гк о й  т к а н ь ю , с м о ч е н н о й  с л а б ы м  д е т е р г е н т о м  и 

в о д н ы м  р а с т в о р о м .  Н е  и с п о л ь з у й т е  а б р а з и в н ы е  м а т е р и а л ы  и р а с т в о р и т е л и .

Б у д ь т е  о с т о р о ж н ы  п р и  п о д н я т и и  п р и б о р а ,  п о с к о л ь к у  м а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro f le x  в е с и т  1 2 5  кг, 

ч т о  м о ж е т  п р и в е с т и  к п о в р е ж д е н и ю  с п и н ы . Н о с и т е  п о д х о д я щ у ю  о д е ж д у  и и с п о л ь з у й т е  

с п е ц и а л ь н ы е  п р и с п о с о б л е н и я  п р и  п е р е н е с е н и и  и л и  п е р е д в и ж е н и и  п р и б о р а .

В м а с с - с п е к т р о м е т р е  m ic ro f le x  и с п о л ь з у е т с я  п у л ь с и р у ю щ и й  у л ь т р а ф и о л е т о в ы й  л а з е р  к л а с с а  

о п а с н о с т и  C l a s s  III В (1 5 0  м к Д ж  п р и  3 3 7  н м ). И с п о л ь з у й т е  п о д х о д я щ у ю  з а щ и т у  д л я  з р е н и я  и



н и к о г д а  н е  с м о т р и т е  п р я м о  н а  л а з е р н ы й  л у ч , е с л и  к а к и е -л и б о  з а щ и т н ы е  п о в е р х н о с т и  с н я т ы . 

В р а б о ч е м  р е ж и м е  л а з е р н ы й  л у ч  н а п р а в л е н  н а  м и ш е н ь  с  п р о б а м и  в  а н а л и т и ч е с к о й  к а м е р е .  

Б л о к и р а т о р ы , о б е с п е ч и в а ю щ и е  ц е л о с т н о с т ь  а н а л и т и ч е с к о й  к а м е р ы  и в а к у у м  в  н е й , т а к ж е  

о б е с п е ч и в а ю т ,  ч т о б ы  л а з е р н ы й  с в е т  н е  в ы х о д и л  ч е р е з  з а г р у з о ч н ы й  п о р т  м и ш е н и . Е с л и  

в а к у у м  н а р у ш а е т с я  и с и с т е м а  п о з в о л я е т ,  ч т о б ы  з а г р у з о ч н ы й  п о р т  о т к р ы л с я ,  т о  л а з е р  н е л ь з я  

з а ж е ч ь .

О с т о р о ж н о :  П р и  п о с т а в к е  и т р а н с п о р т и р о в к е  п р и б о р а  в а ж н о , ч т о б ы  м и ш е н ь  н а х о д и л а с ь  в

п о з и ц и и  O U T . Н е с о б л ю д е н и е  э т о г о  т р е б о в а н и я  м о ж е т  п р и в е с т и  к 

п о в р е ж д е н и ю  п р и б о р а .

О с т о р о ж н о :  Н е  о г р а н и ч и в а й т е  в е н т и л я ц и ю  в  з а д н е й  ч а с т и  п р и б о р а ,  и в ы б р о с  в о з д у х а  в

в е р х н е й  ч а с т и  м а с с - с п е к т р о м е т р а .

Д л я  о б е с п е ч е н и я  п р а в и л ь н о г о  ф у н к ц и о н и р о в а н и я  п р о в е р я й т е  в е н т и л я ц и о н ­

н ы й  в о з д у ш н ы й  ф и л ь т р  в  з а д н е й  ч а с т и  п р и б о р а  к а> ед ы е т р и  м е с я ц а  и 

з а м е н я й т е ,  п р и  н е о б х о д и м о с т и ,  в  с о о т в е т с т в и и  с  и н с т р у к ц и я м и  п о  

о б с л у ж и в а н и ю  п р и б о р а ,  и з л о ж е н н ы м и  в  г л а в е  5 .

1.2.4 Нормативы

П р е ж д е  ч е м  п е р е х о д и т ь  к п о с л е д у ю щ и м  г л а в а м ,  п р о ч и т а й т е  д а н н ы й  р а з д е л .  

Классификация прибора 

Соединенные Штаты:
Д а н н ы й  п р и б о р  к л а с с и ф и ц и р у е т с я  к ак  ц и ф р о в о е  у с т р о й с т в о ,  и с п о л ь з у е м о е  и с к л ю ч и т е л ь н о  в 

к а ч е с т в е  п р о м ы ш л е н н о й ,  к о м м е р ч е с к о й , и л и  м е д и ц и н с к о й  к о н т р о л ь н о -и с п ы т а т е л ь н о й  

а п п а р а т у р ы .  О н о  н е  п о д л е ж и т  о б я з а т е л ь н о м у  с о б л ю д е н и ю  т е х н и ч е с к и х  с т а н д а р т о в ,  

с п е ц и ф и ц и р у е м ы х  в  Ч а с т и  1 5  П р а в и л  и Н о р м  F C C , н а  о с н о в а н и и  Р а з д е л а  1 5 .1 0 3  (с).

Е в р о п а :

В с я  и н ф о р м а ц и я ,  к а с а ю щ а я с я  с т а н д а р т о в  Е М С , с о д е р ж и т с я  в  Д е к л а р а ц и и  о  С о о т в е т с т в и и , и 

э т и  с т а н д а р т ы  б у д у т  и з м е н я т ь с я  п о  м е р е  в н е с е н и я  н о в ы х  т р е б о в а н и й  Е в р о п е й с к и м  С о ю з о м . 

М а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro f le x  п р е д н а з н а ч е н  д л я  и с п о л ь з о в а н и я  в  п р о м ы ш л е н н о м  и м е с т н о м  

м а с ш т а б е .  В н е к о т о р ы х  с и т у а ц и я х  р а д и о ч а с т о т н ы е  о г р а н и ч е н и я  E N  5 5 0 1 1 ,  г р у п п а  1 1 , к л а с с  

А , ISM , м о г у т  н е  с о б л ю д а т ь с я ,  е с л и  о б о р у д о в а н и е  и с п о л ь з у е т с я  в о  в н у т р е н н е й  

н и з к о в о л ь т н о й  р а с п р е д е л и т е л ь н о й  э л е к т р о с е т и ,  т и п и ч н о й  д л я  о б ы ч н ы х  з д а н и й .

Соблюдение законодательных требований

Д а н н ы й  п р и б о р  у д о в л е т в о р я е т  с л е д у ю щ и м  т р е б о в а н и я м :

E N 5 5 0 1 1 , 1 9 9 1 , г р у п п а  1, к л а с с  А 

E N 6 1 0 0 0 - 3 - 2 ,  2 0 0 1 ,  р а з д е л  2 , к л а с с  А



E N 6 1 0 0 0 - 3 - 3 ,  1 9 9 5 , р а з д е л  3 , с  А1 (2 0 0 1 )

E N 6 1 3 2 6 ( 2 0 0 2 )

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 2 ,  E S D  

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 3 ,  R a d ia te d  

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 4 ,  E F T  

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 5 ,  S u r g e  

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 6 ,  C o n d u c te d  

о  E N 6 1 0 0 0 - 4 - 1 1 ,  D ip s  a n d  D ro p o u ts  

E N 6 1 0 1 0 - 1 :0 3 .9 4  и п о п р а в к а  1 :0 7 .9 5

E N  6 0 8 2 5 -  1 :1 9 9 4 ,  р а д и а ц и о н н а я  б е з о п а с н о с т ь  л а з е р н о й  п р о д у к ц и и  

З а р е г и с т р и р о в а н о  как:

21 C F R  1 0 4 0 .1 0  и 1 0 4 0 .1 1  -  л а з е р н а я  п р о д у к ц и я  C D R H .

1.2.5 Техника безопасности при использовании электрических систем

С о о б р а ж е н и я  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  п р и  и с п о л ь з о в а н и и  э л е к т р и ч е с к и х  с и с т е м  с о с т о я т  и з 

с л е д у ю щ и х  р а з д е л о в :

О б щ а я  б е з о п а с н о с т ь :  П е р е д  у с т а н о в к о й  и л и  р а б о т о й  н а  м а с с - с п е к т р о м е т р е  

m ic ro fle x , о з н а к о м ь т е с ь  с  п о с л е д у ю щ е й  и н ф о р м а ц и е й ,  к а с а ю щ е й с я  р а з л и ч н ы х  

ф а к т о р о в  р и с к а . У б е д и т е с ь ,  ч т о  в е с ь  п е р с о н а л ,  и м е ю щ и й  о т н о ш е н и е  к у с т а н о в к е  и 

р а б о т е  н а  п р и б о р е ,  о з н а к о м л е н  с  о б щ и м и  п р а в и л а м и  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  в 

л а б о р а т о р и и ,  а  т а к ж е  с  п р а в и л а м и  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  п р и  р а б о т е  с  м а с с -  

с п е к т р о м е т р о м  m ic ro fle x . П е р е д  у с т а н о в к о й  и и с п о л ь з о в а н и е м  п р и б о р а  

п р о к о н с у л ь т и р у й т е с ь  у  В а ш е г о  и н ж е н е р а  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и ,  с п е ц и а л и с т а  по 

г и г и е н е , с п е ц и а л и с т а  п о  о х р а н е  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы ,  и л и  р у к о в о д и т е л я  с л у ж б ы  по 

т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и .

М а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro f le x  д о л ж е н  б ы т ь  р а с п о л о ж е н  у с т о й ч и в о ,  д а л е к о  о т  

н а г р е в а т е л ь н ы х  л и б о  о х л а ж д а ю щ и х  у с т р о й с т в ,  в о з д у х о в о д о в ,  и н а  н е г о  н е  д о л ж е н  

п о п а д а т ь  п р я м о й  с о л н е ч н ы й  с в е т .  Е го  м е с т о  д о л ж н о  б ы т ь  ч и с т ы м , с в о б о д н ы м  о т  

п ы л и , д ы м а ,  и е д к и х  в е щ е с т в .

У б е д и т е с ь ,  ч т о  д л я  в с е х  к о м п о н е н т о в  с и с т е м ы  е с т ь  а д е к в а т н ы й  и с т а б и л ь н ы й  

и с т о ч н и к  э л е к т р о п и т а н и я .

У б е д и т е с ь ,  ч т о  ш н у р  э л е к т р о п и т а н и я  п о д х о д и т  д л я  и с п о л ь з о в а н и я  в  В а ш е й  

л а б о р а т о р и и ,  и ч т о  о н  с о о т в е т с т в у е т  т р е б о в а н и я м  а г е н т с т в а  п о  т е х н и к е  б е з о п а с н о с т и  

В а ш е й  с т р а н ы .



Предупреждение:

Н е к о т о р ы е  э л е м е н т ы  м а с с - с п е к т р о м е т р а  m ic ro f le x  н а х о д я т с я  п о д  

в ы с о к и м  н а п р я ж е н и е м  (д о  2 0  кВ).

Предупреж дение:

Н Е  И С П О Л Ь З У Й Т Е  п р и б о р , е с л и  с  н е г о  с н я т ы  к а к и е -л и б о  е г о  ч а с т и  

и л и  п о к р ы т и я .

Н Е  П Ы Т А Й Т Е С Ь  н а л а ж и в а т ь ,  з а м е н я т ь  ч а с т и ,  и л и  ч и н и т ь  д а н н ы й  

п р и б о р .  Д о в е р я й т е  о б с л у ж и в а н и е  п р и б о р а  т о л ь к о  п р е д с т а в и т е л ю  

с е р в и с н о й  с л у ж б ы  В ги к ег  D a lto n ic s  и л и  д р у г о м у  а в т о р и з о в а н н о м у  и 

д о л ж н ы м  о б р а з о м  о б у ч е н н о м у  с п е ц и а л и с т у .

Е с л и  с у щ е с т в у е т  в е р о я т н о с т ь  т о г о , ч т о  э л е к т р и ч е с к а я  з а щ и т а  м а с с -  

с п е к т р о м е т р а  п о в р е д и л а с ь :

1. В ы к л ю ч и т е  м а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro fle x .

2 . В ы н ь т е  д в у х ж и л ь н ы й  п р о в о д  и з  э л е к т р и ч е с к о й  р о з е т к и .

3 . З а щ и т и т е  п р и б о р  о т  в к л ю ч е н и я  н е а в т о р и з о в а н н ы м  п е р с о н а л о м .  

1 \/1 а с с -с п е к т р о м е тр  m ic ro f le x  и а н а л и з ы  м е т о д о м  M A L D I-T O F  т р е б у ю т  

о ч е н ь  в ь ю о к и х  н а п р я ж е н и й . В н о р м а л ь н ы х  у с л о в и я х  р а б о т ы  д о с т у п  

п о л ь з о в а т е л я  к в н у т р е н н и м  к о м п о н е н т а м  п р и б о р а  Н Е  т р е б у е т с я .  

Н И К О Г Д А  н е  р а б о т а й т е  с  м а с с - с п е к т р о м е т р о м  m ic ro fle x  п р и  с н я т ы х  

з а щ и т н ы х  п а н е л я х ,  т а к  к а к  э т о  п о д в е р г а е т  п о л ь з о в а т е л я  р и ск у  

с и л ь н о г о  э л е к т р и ч е с к о г о  щ о к а  и в р е д н о м у  н е в и д и м о м у  и з л у ч е н и ю  

у л ь т р а ф и о л е т о в о г о  л а з е р а .



О с т о р о ж н о :  И с п о л ь з у й т е  т о л ь к о  т е  п р е д о х р а н и т е л и ,  к о т о р ы е  п р е д н а з н а ч е н ы  д л я

э к с п л у а т а ц и и  п р и  т р е б у е м о м  у р о в н е  т о к а  и н а п р я ж е н и я , и 

о б о з н а ч е н ы  в  с о о т в е т с т в у ю щ е м  р у к о в о д с т в е .

О с т о р о ж н о :  И с п о л ь з у й т е  п р и б о р  в  с о о т в е т с т в и и  с  и н с т р у к ц и я м и , и з л о ж е н н ы м и  в

д а н н о м  р у к о в о д с т в е .  И н а ч е  в о з м о ж н о  н а р у ш е н и е  з а щ и т н ы х  ф у н к ц и й  

п р и б о р а .



G

G

П о д к л ю ч а й т е  п р и б о р  к в ы х о д у  э л е к т р о п и т а н и я  п е р е м е н н о г о  т о к а , 

и м е ю щ е м у  з а щ и т н о е  з а з е м л е н и е .  Ч т о б ы  у б е д и т ь с я  в 

у д о в л е т в о р и т е л ь н о м  и б е з о п а с н о м  ф у н к ц и о н и р о в а н и и  п р и б о р а , 

В а ж н о , ч т о б ы  з а щ и т н ы й  з а з е м л я ю щ и й  п р о в о д  ( з е л е н ы й  /  ж е л т ы й )  

б ы л  п р и с о е д и н е н  д е й с т в и т е л ь н о  к « з е м л е » .  Л ю б о е  н а р у ш е н и е  

з а з е м л е н и я  м о ж е т  п р и в е с т и  к н а р у ш е н и ю  з а щ и т н ы х  ф у н к ц и й  

п р и б о р а .

1.3 Т р е б о в а н и я  п о  у с л о в и я м  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы

М а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro f le x  п р е д н а з н а ч е н  д л я  и с п о л ь з о в а н и я  в н у т р и  п о м е щ е н и й  и к о р р е к т н о  

ф у н к ц и о н и р у е т  п р и  с о б л ю д е н и и  с л е д у ю щ и х  у с л о в и й :

Т а б л и ц а  1 -2  У с л о в и я  о к р у ж а ю щ е й  с р е д ы

У с л о в и я  р а б о т ы  п р и б о р а У с л о в и я  х р а н е н и я  п р и б о р а

Т е м п е р а т у р а 1 0 - 3 0 ° С .2 0  - 6 0 ° С

О т н о с и т е л ь н а я  

в л а ж н о с т ь  в о з д у х а

1 5 -8 5 %  в  о т с у т с т в и е  

к о н д е н с а ц и и

1 5 -8 5 %  в  о т с у т с т в и е  

к о н д е н с а ц и и

2 УСТАНОВКА И НАЛАДКА

Г л а в а  п о  у с т а н о в к е  и н а л а д к е  п р и б о р а  с о д е р ж и т  с л е д у ю щ и е  р а з д е л ы :

Т е х н и ч е с к и е  и э л е к т р и ч е с к и е  т р е б о в а н и я  ( р а з д е л  2 .1 ) .

Р а с п а к о в к а  ( р а з д е л  2 .2 ) .

Н а л а д к а  ( р а з д е л  2 .4 ) .

2.1 Т е х н и ч е с к и е  и э л е к т р и ч е с к и е  т р е б о в а н и я

Н е о б х о д и м о  о б е с п е ч и т ь  в ы п о л н е н и е  с л е д у ю щ и х  т р е б о в а н и й :

П е р е м е н н ы й  т о к  о т  1 0 0  д о  2 3 0  В / 3 -1 .5  А  /  5 0 - 6 0  Г ц. З а д н я я  п а н е л ь  п р и б о р а  о с н а щ е н а  

в х о д о м  I E C 3 2 0 - C 1 4  (с м . Р и с . 3 -3 ) . В к о м п л е к т  п о с т а в к и  п р и б о р а  в х о д и т  т р е х м е т р о в ы й  

с е т е в о й  ш н у р  IE C 3 2 0  и ш т е п с е л ь ,  п о д х о д я щ и й  д л я  и с п о л ь з о в а н и я  в  В а ш е й  с т р а н е .  

М а с с - с п е к т р о м е т р  m ic ro f le x  з а н и м а е т  п л о щ а д ь  н а  с т о л е ,  п р и б л и з и т е л ь н о  р а в н у ю  51 

с м  X 6 8  с м  ( 2 0 ” X 2 7 ”). П о в е р х н о с т ь  д о л ж н а  н а д е ж н о  в ы д е р ж и в а т ь  1 2 5  кг (и л и  2 7 5  

ф у н т о в )  в е с а  п р и б о р а .

Д л я  о б е с п е ч е н и я  н а д л е ж а щ е й  в е н т и л я ц и и  и д о с т у п а  к в ы к л ю ч а т е л ю , н е о б х о д и м о  

о с т а в и т ь  п о з а д и  и н с т р у м е н т а  с в о б о д н ы й  з а з о р  н е  м е н е е  2 0  с м .



Н е с м о т р я  н а  т о ,  ч т о  г а з о в а я  з а г р у з к а  с и с т е м ы  д о в о л ь н о  н и з к а , и в е н т и л я ц и я  в ы х о д а  н а с о с а  

н е  т р е б у е т с я ,  с и с т е м а  о б о р у д о в а н а  в ы х о д о м  д л я  с б р о с а  г а з о в  и о б е с п е ч е н и я  в е н т и л я ц и и . 

Э т о т  в ы х о д  р а с п о л о ж е н  с з а д и  п р и б о р а .  О т д е л ь н ы е  у с т р о й с т в а  д л я  и х  б е з о п а с н о г о  

и с п о л ь з о в а н и я  м о г у т  т р е б о в а т ь  в е н т и л я ц и и .  В о б я з а н н о с т и  п о л ь з о в а т е л я  в х о д и т  с о б л ю д а т ь  

с о о т в е т с т в у ю щ и е  т р е б о в а н и я .

2.2  Р а с п а к о в к а

У п а к о в о ч н а я  в е д о м о с т ь  к к а ж д о м у  з а к а з у  п о м е щ а е т с я  в  т р а н с п о р т и р о в о ч н ы й  к о н т е й н е р  с  

п р и б о р о м .

П р и м е ч а н и е :  Г а р а н т и я  Н Е  п о д р а з у м е в а е т  п о к р ы т и е  р а с х о д о в ,  с в я з а н н ы х  с

п о в р е ж д е н и е м  в  с в я з и  с  н е п р а в и л ь н ы м  о б р а щ е н и е м  с  п р и б о р о м . Н е  

о т к р ы в а й т е  т р а н с п о р т и р о в о ч н ы й  к о н т е й н е р  д о  п р и б ы т и я  п р е д с т а в и т е л я  

к о м п а н и и  B R U K E R . О т к р ы т и е  к о н т е й н е р а  в  о т с у т с т в и е  а в т о р и з о в а н н ы х  

л и ц  а н н у л и р у е т  г а р а н т и ю  п р и б о р а .  Н а ш и  с е р в и с н ы е  и н ж е н е р ы  

п р о и з в е д у т  н а л а д к у  п р и б о р а  в  л а б о р а т о р и и  з а к а з ч и к а .

П о в е р х н о с т ь ,  н а  к о т о р о й  б у д е т  р а з м е щ е н  п р и б о р ,  д о л ж н а  н а д е ж н о  

в ы д е р ж и в а т ь  в е с  п р и б о р а  1 2 5  к г  ( и л и  2 7 5  ф у н т о в ) ,  а  т а к ж е  в е с  

к о м п ь ю т е р а ,  м о н и т о р а  и п р и н т е р а .  П о с т а в ь т е  к о н т е й н е р  с  п р и б о р о м  и 

о ж и д а й т е  п р е д с т а в и т е л я  к о м п а н и и  В ги к ег. к о т о р ы й  у с т а н о в и т  п р и б о р  

н а  п р е д н а з н а ч е н н у ю  д л я  н е г о  п о в е р х н о с т ь !  Ч т о б ы п о д н я т ь п р и б о р ,  

н е о б х о д и м о у с и л и е п о м е н ь ш е й м е р е ч е т в е р ы х  ч е л о в е к .

2 .3  В х о д ы  и в ы х о д ы  м а с с - с п е к т р о м е т р а  m ic r o fle x

П о ж а л у й с т а ,  о б р а т и т е с ь  к р а з д е л у  3 .1 .2 .

2 .4  Н а л а д к а

Д л я  т о г о  ч т о б ы  п р о и з в е с т и  н а л а д к у  п р и б о р а :

1. В з а д н е й  ч а с т и  п р и б о р а  п о д с о е д и н и т е  с л е д у ю щ и е  ш н у р ы  и к а б е л и  в 

с о о т в е т с т в у ю щ и е  г н е з д а  (Р и с .  3 -3 ): 

а .  Ш н у р  э л е к т р о п и т а н и я .



П р е д у п р е ж д е н и е :  Г л а в н а я  р о з е т к а  д о л ж н а  б ы т ь  з а з е м л е н а .

9 - ш т ы р е в о й  к а б е л ь .

||^ \К а б е л ь  п е р е д а ч и  с и г н а л о в .

2 . / # о л о е Щ 1н и т е  д р у г о й  к о н е ц  ш н у р а  э л е к т р о п и т а н и я  в  п о д х о д я щ у ю  р о з е т к у  

п е р § м е н 1% о  т о к а .

О с т о р о ж н о :  П р о ч и т а й т е  р а з д е л  1 .2  и с л е д у й т е  в с е м  т р е б о в а н и я м  п о  т е х н и к е  

б е з о п а с н о с т и ,  о п и с а н н ы м  в  н е м .

3 . П о д с о е д и н и т е  с о о т в е т с т в у ю щ и й  к о н е ц  к а б е л я  п е р е д а ч и  с и г н а л о в  к с и с т е м е  с б о р а  

д а н н ы х  (Р и с .  2 -1 ) .

цифровой преобразователь 
сигналов запуска

вход сигналов 
с линейного детектора

вход сигналов 
с рефлекторного детектора

Р и с у н о к  2 -1  С о е д и н е н и я  в  з а д н е й  ч а с т и  к о м п ь ю т е р а

4. П о д с о е д и н и т е  с о о т в е т с т в у ю щ и й  к о н е ц  9 -ш т ы р е в о г о  к а б е л я  к п о р т у  С О М -1  

к о м п ь ю т е р а .

5. П е р е в е д и т е  г л а в н ы й  п е р е м е н н о - т о к о в ы й  п е р е к л ю ч а т е л ь  в  п о л о ж е н и е  O N .

6. У б е д и т е с ь ,  ч т о  з а г о р е л а с ь  л а м п о ч к а  и н д и к а т о р а  P O W E R  (Р и с . 3 -2 ) .



П о с л е  п е р в о г о  з а п у с к а  м о ж е т  п р о й т и  о к о л о  12  ч а с о в  п е р е д  т е м ,  к ак  п р и б о р  б у д е т  г о т о в  к 

р а б о т е ,  п р и  э т о м  з а г о р и т с я  л а м п о ч к а  и н д и к а т о р а  R e a d y  (Р и с . 3 - 2 ) .

В н и м а н и е :  П р и  в о з н и к н о в е н и и  к а к и х -л и б о  н е п о л а д о к  с  с и с т е м о й  з а г о р а е т с я  л а м п о ч к а  

и н д и к а т о р а  E rro r  (Р и с . 3 -2 )  и с и с т е м а  п е р е х о д и т  в  р е ж и м  о ж и д а н и я .  

О б р а т и т е с ь  з а  п о м о щ ь ю  к а в т о р и з о в а н н о м у  с е р в и с н о м у  п е р с о н а л у .

3 ВЕРСИЯ ПРИБОРА

М а с с - с п е к т р о м е т р  M A L D I-T O F  m ic ro f le x  к о м п а н и и  В ги к ег  с о с т о и т  т о л ь к о  и з  д в у х  г л а в н ы х  

к о м п о н е н т о в :

1. М а с с - с п е к т р о м е т р  и

2. С и с т е м а  с б о р а  и о б р а б о т к и  д а н н ы х  ( р а з д е л  3 .2 ) .

3.1 Схема масс-спектрометра

Н а  Р и с . 3 -1  п р е д с т а в л е н а  о б щ а я  с х е м а  п р и н ц и п а  д е й с т в и я  м а с с - с п е к т р о м е т р а  m ic r o f l e x .

мишени фрагментные ионы детектор

Р и с у н о к  3 -1  С х е м а  п р и б о р а  

3.1.1 Блок управления

К о гд а  п р и б о р  г о т о в  к р а б о т е ,  г о р я т  т р и  з е л е н ы е  л а м п о ч к и  с в е т о д и о д н ы х  и н д и к а т о р о в  M a in s ,  

R e a d y  и A c c e s s  (с м . Р и с . 3 -2 ) .



P O W E R

I

WARIVI-UP

. AUTOMODE

llepeKJDO 'faTem . ON/OFF: l liDI BKJIIO'leHHWBbiKJIIO'leHH.II прНбор. 

llocTOHHHO ropaT : прНбор BKJIIO'leH.

llocTOHHHOropaT:HeHenpasHoeTb,Heo6xo. : HMO BMewaTeJIbeTBO 
пОЛЬЗОВаТе.Ю! HJIH eneUHa.JIHeTano peMOHTy;6oJiee ,l:leTaJibHbie 
HHeTpyKUHH eM.BO BenJlbffiaiOII{HX по,1:1еКаЗКах ШС (flexeontroJ™). 

M a ra e T  (a В Ы И аеТ сН сооб теаае  об o w a 6 K e  T a rg e tE rro r) :  

eepBHeHblH pe:>KHM JIH60 oSHOBJieHHe nporpaMMHO-annapaTHOfO 
o6eene'leHH.II.________________________________________________________

IIOCTOJIHHO ropHT: СНеТеМа erne He fOTOBa К НЗМереНН.ИМ.НапрНМер, 
He SaBepweHa npoue.zzypa ЗафуЗКН,0ТКЛ10'1еН0 BbieOKOe Hanp.ll.IKeHHe, 
H T.n.,ll;IDKe eeJIH Bee napaMeTpbleOOTBeTeTBYIOT ТребуеМЫМ.Необхо- 

,l:IHMO nO,l:IO)K]:laTb HeKOTOpoe BpeM.ll.3T0 еоеТО.ПННе OT06piDKaeTe,ll Ha 
ЗКраае Ш б програММОН flexeontroJIM

M a ra eT ; npOH30WeJI e6oif,KOTOpblH MO:>KeT H ,l:IOJI:IKeH 6biTb JIHKBH,I:IH- 

pOBaH Henoepe,; еТВеННО noJlb30BaTeJieM.HanpHMep,3aKpbiTb KpbnnKy 

3arpy30'IHOfO OTeeKa

IIOCTOJIHHO ropH T :llpH 6op  ЮТОВ К ебору епеКТрОВ.Т.е.Вее 
еое,1:1ННеНН.11 e03,l:laHbl,BaKYYM ,1:10еТаТ0'1еН,BbieOKOe Напр.11:1КеННе ееТЬ, 

НТ.,1:1.

BbiKJDO'feHiBO ВреМ.П npoue.zzypbi3arpy3KH.

T A R G E T

I ERRffl.---- 1

WPROORESSI

IIOCTOJIHHO горНТ:,11;аННЫН еВеТ0,1:1Н0,1:1 ropHT Ha npOT.II:IKeHHHBeero 
npoueeeaAu toXeeu te™ .llpH  3T0MnnaaweT MHWeHH HeJlb3,IIH3BJIe'lb 

Обратно H3 прНбораНЮКаТНеМ е00ТВеТеТВУ1011{еН KHOnKH.

llocTOHHHO ropaT: HeHenpasHoeTb,Heo6xo, : HMO BMewaTeJIbeTBO 

nOJIb30BaTe.lDI HJIH eneUHa.JIHeTano peMOHTy;6oJiee JJeTaJibHble 
HHeTpyKUHH eM.BO BenJlbffialOII{HX по,1:1еКаЗКах ШС (flexeontroJ™). 

M a ra e T  (a Bbi)laeTcH с о о б т е а а е  об o w a 6 K e  T a rg e tE rro r) :  
eepBHeHblH pe:>KHM JIH60 o6HOBJieHHe nporpaMMHO-annapaTHOfO 

o6ecne'leHml. _________

IIOCTOJIHHO ropHT:Ha npOTIhlKeHHHBeeronpoueeea 
3arpy3KH/y,: a.JieHH.IIMHWeHH.

llocTOHHHO ropaT: EeJIH  VVTaTHB В KOHe'IHOH no3HUHH BHYTPH HJIH BHe 

прабора
BbiKJDO'feH:BO BpeM.II npoueeea3arpy3KHfy,: a.JieHH.IIMHWeHH.

In/Out: HHHUHHpyeT Ha'Ia.JIO3arpy3KHfy, : a.JieHH.IIMHWeHH.

P H C y ttO K 3 -2  п а Н е п ь у п р а е п е Н И Г е  nepep,He&“;1 'laCTIII прШ бора

3 . 1 . 2  3 a A H .f l .f l  n a H e l l b

В 3aAHe&";1 'laCTIII np1116opa(Pille.3-3) HaXOA'Tc"cneAYIOIJ.IIIIecoeAI!IHeHIII":
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Р и с у н о к  3 -3  С о е д и н е н и я  в  з а д н е й  ч а с т и  п р и б о р а

E x h a u s t ;  Д л я  б ы с т р о г о  п о д к л ю ч е н и я  п л а с т и к о в о й  т р у б к и  в н е ш н и м  д и а м е т р о м  6

м м . В ы х о д н о е  о т в е р с т и е  д л я  с б р о с а  г а з о в  и з  в н у т р е н н е й  в а к у у м н о й  

с и с т е м ы . Н а  з а в о д е  о с н а щ а е т с я  з в у к о г л у ш и т е л е м .  З а г р у з к а  с и с т е м ы  

г а з а м и  д о с т а т о ч н о  н е в е л и к а ,  п о э т о м у  в е н т и л я ц и я  э т о г о  в ы х о д а  н е  

т р е б у е т с я .  О д н а к о  о т д е л ь н ы е  п р и с п о с о б л е н и я  д л я  и х  б е з о п а с н о г о  

и с п о л ь з о в а н и я  м о г у т  т р е б о в а т ь  в е н т и л я ц и и .  О б я з а н н о с т ь ю

п о л ь з о в а т е л я  я в л я е т с я  о б е с п е ч е н и е  н а д л е ж а щ е й  в е н т и л я ц и и

с о о т в е т с т в у ю щ и х  у с т р о й с т в .

V e n t  in le t :  Д л я  б ь ю т р о г о  п о д к л ю ч е н и я  п л а с т и к о в о й  т р у б к и  в н е ш н и м  д и а м е т р о м  6

м м . В х о д н о е  о т в е р с т и е  в н у т р е н н е й  в а к у у м н о й  с и с т е м ы . И с п о л ь з у е т с я  

т о л ь к о  в о  в р е м я  с е р в и с н ы х  о п е р а ц и й !

M a in s  in l e t :  П р и б о р  о б о р у д о в а н  с е т е в ы м  в х о д о м  IE C 3 2 0 -C 1 4 . П о д  п а н е л ь ю

р а с п о л о ж е н  в о з д у ш н ы й  ф и л ь т р ,  к о т о р ы й  н е о б х о д и м о  з а м е н я т ь  ка>кды е

3  м е с я ц а  (Р и с . 3 -4 ) .

Р и с у н о к  3 -4  П о л о ж е н и е  в о з д у ш н о г о  ф и л ь т р а  с з а д и  п р и б о р а

Н е к о т о р ы е  с о с т а в л я ю щ и е  ч а с т и  д а н н о г о  п р и б о р а  я в л я ю т с я  л а з е р н о й  

п р о д у к ц и е й  к л а с с а  о п а с н о с т и  c la s s  III В, с  л а з е р н ы м  у л ь т р а ф и о л е т о в ы м  

и з л у ч е н и е м  п р и  д л и н е  в о л н ы  337  нм. К ож ух  п р и б о р а  з а щ и щ а е т  

п о л ь з о в а т е л я  о т  н е п р я м о г о  и з л у ч е н и я  н е в и д и м о г о  с в е т а .  Р а б о т а  с  

п р и б о р о м  п р и  о т к р ы т о м  к о ж у х е  м о ж е т  п р и в е с т и  к п о р а ж е н и ю  

п о л ь з о в а т е л я  в р е д о н о с н ы м  л а з е р н ы м  и з л у ч е н и е м  и п о с л е д у ю щ е й



с л е п о т е .

Н и к о г д а  н е  с м о т р и т е  н а  л а з е р н ы й  л у ч . В с е г д а  п е р е д  о т к р ы т и е м  б о к о в ы х  

п а н е л е й  о д е в а й т е  з а щ и т н ы е  о ч к и . У б е д и т е с ь ,  ч т о  о к р у ж а ю щ и е  В а с  л ю д и  

н е  м о г у т  п о д в е р г н у т ь с я  в о з д е й с т в и ю  л а з е р н о г о  и з л у ч е н и я .  И з б е г а й т е  

в н е с е н и я  в  л а з е р н ы й  л у ч  о т р а ж а ю щ и х  с в е т  п р е д м е т о в  (о т в е р т к и , ч а с ы , 

к о л ь ц а ) ,  п о с к о л ь к у  к а к  о т р а ж е н н ы й  в и д и м ы й , т а к  и н е в и д и м ы й  с в е т  м о ж е т  

п о п а с т ь  В а м  в г л а з а  и н а н е с т и  н е п о п р а в и м ы й  у щ е р б  з д о р о в ь ю !

3.1.3 Вакуумная система

В а к у у м н а я  с и с т е м а  п р и б о р а  с о с т о и т  и з  д в у х  о т с е к о в  н и з к о г о  в а к у у м а  и о д н о й  о б л а с т и  

в ь ю о к о го  в а к у у м а . В а к у у м н а я  к а м е р а  и в ы х о д  т у р б о м о л е к у л я р н о г о  н а с о с а  с о е д и н е н ы  м е ж д у  

с о б о й  и с  в а к у у м н о й  ч а с т ь ю  ф о р в а к у у м н о г о  н а с о с а  ( д и а ф р а г м о в ы й  н а с о с )  Т -о б р а з н ы м  

р а з д е л и т е л е м .  В з а в и с и м о с т и  о т  т е к у щ е г о  с о с т о я н и я  с и с т е м ы , н а п р и м е р ,  п р и  з а г р у з к е  

м и ш е н и  в н у т р ь  п р и б о р а  (Р и с .  3 -6 ) , к а ж д а я  и з  д в у х  л и н и й  н и зк о г о  в а к у у м а  м о ж е т  б ы т ь  

о т д е л ь н о  п е р е к р ы т а  к л а п а н а м и ,  к о н т р о л и р у е м ы м и  с  к о м п ь ю т е р а .  В х о д  т у р б о м о л е к у л я р н о г о  

н а с о с а  н а п р я м у ю  с о е д и н е н  с  о б л а с т ь ю  в ь ю о к о г о  в а к у у м а , п о д д е р ж и в а е м о г о  в  и о н н о м  

и с т о ч н и к е  и т р у б е  д р е й ф а .  П р и б о р  р а б о т а е т  п р и  д а в л е н и и ,  о б е с п е ч и в а ю щ е м  в ь ю о к и й  

в а к у у м , т .е .  о к о л о  2*10®  м б а р .  Д а в л е н и е  н и зк о г о  в а к у у м а  с о с т а в л я е т  о т  1 а т м о с ф е р ы  

п р и б л и з и т е л ь н о  д о  2  м б а р .

3.1.3.1 Ионны й источник m icroSC O U T



Потенциал
заземления

ч

электрод

х-у-
область

Р и с у н о к  3 -5  С х е м а  и о н н о г о  и с т о ч н и к а  m ic ro S C O U T

И о н н ы й  и с т о ч н и к  (Р и с .  3 -5 )  -  э т о  т а  ч а с т ь  м а с с - с п е к т р о м е т р а ,  в  к о т о р о й  п р и  и с п о л ь з о в а н и и

M A LD I ф о р м и р у ю т с я  и о н ы . О н  с о с т о и т  и з  т р е х  г л а в н ы х  к о м п о н е н т о в .

1. В х - у - о б л а с т и  р а з м е щ а е т с я  п л а н ш е т  м и ш е н и , т р а н с п о р т и р у е т с я  в  и о н н ы й

и с т о ч н и к , и п е р е д в и г а е т с я  п о  х - у - к о о р д и н а т а м , в с о о т в е т с т в и и  с  в ы б р а н н о й  

п о з и ц и е й  д л я  л а з е р н о г о  у д а р а .

2. В а к у у м н ы й  ш л ю з  д о с т а в л я е т  м и ш е н ь  с  а т м о с ф е р н о г о  д а в л е н и я  в  о б л а с т ь

в ы с о к о г о  в а к у у м а .

3. И о н н а я  о п т и к а  с о с т о и т  и з  п о л о ж и т е л ь н о  и л и  о т р и ц а т е л ь н о  з а р а ж е н н о й  м и ш е н и

m ic ro f le x  (Р 1 ) ,  в т о р о й  п л а с т и н ы  п о д  н а п р я ж е н и е м  (Р 2 )  д л я  в р е м е н н о й

ф о к у с и р о в к и , и з а з е м л е н н о г о  у с к о р я ю щ е г о  э л е к т р о д а .  К о г д а  л а з е р  у д а р я е т  с м е с ь  

а н а л и з и р у е м о г о  в е щ е с т в а  и м а т р и ц ы , о б р а з у ю щ и е с я  и о н ы  с п у с т я  н е к о т о р о е



в р е м я  у с к о р я ю т с я  э л е к т р и ч е с к и м  п о л е м  и ф о к у с и р у ю т с я  с и с т е м о й  л и н з  д о  то го , 

к ак  о н и  п о к и н у т  и о н н ы й  и с т о ч н и к .

Р и с у н о к  3 -6  З а г р у з о ч н ы й  п о р т , в  к о т о р ы й  п о м е щ е н  п л а н ш е т  M icro  S C O U T  

3 .1 .3 .1 .1  И м п у л ь с н а я  э к с т р а к ц и я  и о н о в

В о з м о ж н о с т и  м а с с - с п е к т р о м е т р и и  MALDI о г р а н и ч и в а ю т с я  р а с п р е д е л е н и е м  

с ф о р м и р о в а в ш и х с я  и о н о в  п о  э н е р г и и , о б у с л о в л е н н ы м  п р о ц е с с о м  и о н и з а ц и и . П о с к о л ь к у  н е  

в с е  и о н ы  д е с о р б и р у ю т с я  и и о н и з и р у ю т с я  о д н о в р е м е н н о  и в  о д н о м  и т о м  ж е  м е с т е ,  

в о з н и к а ю т  н е т о ч н о с т и ,  с в я з а н н ы е  с  и х  э н е р г и е й ,  р а с п о л о ж е н и е м  и в р е м е н е м  ф о р м и р о в а н и я .  

К р о м е  т о г о , э л е к т р и ч е с к и е  с и л ы  о т т а л к и в а н и я  о б у с л о в л и в а ю т  и з н а ч а л ь н о е  р а с п р е д е л е н и е  

и о н о в  п о  э н е р г и и . С л о ж е н и е  в с е х  э т и х  н е т о ч н о с т е й ,  с о п р о в о ж д а ю щ и х  п р о ц е с с  

ф о р м и р о в а н и я  и о н о в , п р и в о д и т  к т о м у , ч т о  и о н ы  с  о д и н а к о в о й  м а с с о й  н е  о б л а д а ю т  

о д и н а к о в о й  к и н е т и ч е с к о й  э н е р г и е й  п о с л е  п р о х о ж д е н и я  у с к о р я ю щ е г о  п о л я ,  н о  п о к и д а ю т  

и о н н ы й  и с т о ч н и к  с  о п р е д е л е н н ы м  р а з б р о с о м  п о  э н е р г и я м ,  ч т о  п р и в о д и т  к т о м у , ч т о  о н и  

д о с т и г а ю т  д е т е к т о р а  в  н е м н о г о  р а з н о е  в р е м я .  Э т о т  э ф ф е к т  п р и в о д и т  к у ш и р е н и ю  п и к о в  и, 

с л е д о в а т е л ь н о ,  с н и ж е н и ю  р а з р е ш е н и я .



И м п у л ь с н а я  э к с т р а к ц и я  и о н о в  (Pulsed Ion Extraction, P IE )  -  э т о  с п о с о б  у л у ч ш е н и я  

р а з р е ш е н и я  и ч у в с т в и т е л ь н о с т и  в о  в р е м я п р о л е т н ы х  м а с с - с п е к т р о м е т р а х .

С п у с т я  н е к о т о р о е  в р е м я  п о с л е  д е с о р б ц и и  и о н ы  э к с т р а г и р у ю т с я  ( ф а з ы  2  и 3 , с м . о б с у ж д е н и е  

н и ж е ). П р е и м у щ е с т в а  д а н н о г о  с п о с о б а  с о с т о я т  в  с л е д у ю щ е м :

1. Б о л е е  м я гк и й  п р о ц е с с  у с к о р е н и я  б л а г о д а р я  т о м у , ч т о  и о н ы  н е  п р о х о д я т  ч е р е з  

п л о т н ы й  с л о й  м о л е к у л  м а т р и ц ы , и

2. д о с т и ж е н и е  э ф ф е к т а  в р е м е н н о й  ф о к у с и р о в к и  п р и  у с л о в и и  п р и л о ж е н и я  к о р р е к т н ы х  

п а р а м е т р о в .

Т р и  к о м п о н е н т а  и о н н о г о  и с т о ч н и к а  у ч а с т в у ю т  в  п р о ц е с с е  P IE , а  и м е н н о :

1. п л а н ш е т  м и ш е н и  ( Р 1 ) к у д а  н а н е с е н ы  к а п л и  а н а л и з и р у е м о г о  в е щ е с т в а ,

2. в т о р о й  п л а н ш е т  п о д  н а п р я ж е н и е м  (Р 2 ) ,  п р е д с т а в л я ю щ и й  с о б о й  э л е к т р о д ,  

з а к р е п л е н н ы й  в н е с к о л ь к и х  м и л л и м е т р а х  н а п р о т и в  п о з и ц и и  о б р а з ц а ,  и

3. п о с л е д у ю щ и й  з а з е м л е н н ы й  у с к о р я ю щ и й  э л е к т р о д  (Р и с . 3 -1 , Р и с . 3 -5 ) .

4 . В о  в р е м я  P IE  п р о и с х о д и т  с л е д у ю щ и й  п р о ц е с с :

Ф а з а  1 :

П л а н ш е т  м и ш е н и  Р 1  с  а н а л и з и р у е м ы м  в е щ е с т в о м  в с е г д а  с о е д и н е н  с  п о т е н ц и а л о м  IS /1 . 

В н а ч а л е  т а к о й  ж е  п о т е н ц и а л  п р и л о ж е н  к п л а н ш е т у  Р 2 . Т а к и м  о б р а з о м ,  а н а л и з и р у е м о е  

в е щ е с т в а  е щ е  н е  п о д в е р г а е т с я  к а к и м -л и б о  в н е ш н и м  в о з д е й с т в и я м  д о  л а з е р н о г о  у д а р а .  

П о с л е  л а з е р н о г о  у д а р а  н а с т у п а е т  

Ф а з а  2 :

к о г д а  м о л е к у л ы  и и о н ы  п р и х о д я т  в  д в и ж е н и е  з а  с ч е т  л а з е р н о й  и о н и з а ц и и /д е с о р б ц и и  с  

т и п и ч н о й  с к о р о с т ь ю  7 0 0  м /с  о т  Р1  п о  н а п р а в л е н и ю  к Р 2 . З а  э т о  в р е м я  а н а л и з и р у е м о е  

в е щ е с т в о  и о н и з и р у е т с я .  О д н а к о  и о н ы  п о -п р е ж н е м у  н е  п о д в е р г а ю т с я  в о з д е й с т в и ю  к ако го - 

л и б о  э л е к т р и ч е с к о г о  п о т е н ц и а л а .  В э т о т  м о м е н т  т о л ь к о  п р о ц е с с  M ALDI о п р е д е л я е т  их 

к и н е т и ч е с к у ю  э н е р г и ю , т о г д а  к ак  в о  в р е м я  и с п а р е н и я  о б р а з ц а  у  п о в е р х н о с т и  е г о  ч а с т и ц ы  

в з р ы в о о б р а з н о  р а з г о н я ю т с я  д о  э т о й  с к о р о с т и . Н а  п р о т я ж е н и и  п о с л е д у ю щ и х  н е с к о л ь к и х  

с о т е н  н а н о с е к у н д  о б р а з е ц  д в и ж е т с я  п о  н а п р а в л е н и ю  к п л а н ш е т у  Р 2 .

О д н а к о  н е  в с е  и о н ы  с  с а м о г о  н а ч а л а  п р и о б р е т а ю т  с к о р о с т ь  7 0 0  м /с . Н е к о т о р ы е  ( с а м ы е  

б ы с т р ы е )  п р о л е т а ю т  д а л ь ш е ,  ч е м  д р у г и е ,  п р о л е т а ю щ и е  б о л е е  к о р о т к и й  о т р е з о к  п ути  

( н а и б о л е е  м е д л е н н ы е ) .  Б е з  и с п о л ь з о в а н и я  P IE  э т о  р а с п р е д е л е н и е  п о  с к о р о с т я м  п р и в о д и т  к 

с н и ж е н и ю  р а з р е ш е н и я  в р е м я п р о л е т н о г о  м а с с - с п е к т р о м е т р а  в  л и н е й н о м  р е ж и м е .

З а т е м  п о  и с т е ч е н и и  в р е м е н и  з а д е р ж к и  н а ч и н а е т с я  

Ф а з а  3 :

к о г д а  з н а ч е н и е  п о т е н ц и а л а  п л а н ш е т а  Р 2  п у л ь с и р у е т  о т  IS /1 д о  IS /2 , г е н е р и р у я  э л е к т р и ч е с к о е  

п о л е ,  с и л а  к о т о р о г о  з а с т а в л я е т  в с е  з а р я ж е н н ы е  ч а с т и ц ы  д в и г а т ь с я  п о  н а п р а в л е н и ю  к 

п л а н ш е т у  Р 2 .



Э т о  о з н а ч а е т ,  ч т о  б ы с т р ы е  и о н ы  с  н а и б о л е е  в ы с о к о й  э н е р г и е й ,  к о т о р ы е  с м о г л и  п о д л е т е т ь  к 

п л а н ш е т у  Р 2  д о  п е р е к л ю ч е н и я  н а п р я ж е н и я , п о д в е р г а ю т с я  м е н ь ш е м у  э л е к т р и ч е с к о м у  

п о т е н ц и а л у ,  ч е м  б о л е е  м е д л е н н ы е  и о н ы , к о т о р ы е  н а х о д я т с я  б л и ж е  к п л а н ш е т у  Р 1 . П о  э т о й  

п р и ч и н е  б о л е е  м е д л е н н ы е  и о н ы  с т а р т у ю т  п р и  б о л е е  в ы с о к о м  з н а ч е н и и  п о т е н ц и а л а ,  ч е м  

б о л е е  б ь ю т р ы е . П о э т о м у  б о л е е  м е д л е н н ы е  и о н ы  б у д у т  б ь ю т р е е  п е р е д в и г а т ь с я  в  б е с п о л е в о й  

о б л а с т и ,  т о г д а  к а к  б о л е е  б ы с т р ы е  -  б у д у т  п е р е д в и г а т ь с я  м е д л е н н е е .

П р а в и л ь н о  п о д о б р а в  п о т е н ц и а л  м е ж д у  п л а н ш е т а м и  Р1  и Р 2 , м о ж н о  д о б и т ь с я  т о г о , ч т о б ы  

и о н ы  с  о д н о й  и т о й  ж е  м а с с о й ,  н о  р а з н ы м и  и с х о д н ы м и  с к о р о с т я м и ,  д о с т и г л и  д е т е к т о р а  в 

о д и н  и т о т  ж е  м о м е н т  в р е м е н и !

3 .1 .3 .1 .2  П л а н ш е т ы  м и ш е н и

П л а н ш е т ы  м и ш е н и , и с п о л ь з у е м ы е  в м а с с - с п е к т р о м е т р е  m ic ro fle x , н а з ы в а ю т с я  M S P  (M icro  

S C O U T  P la t e s ) .  Н а  н и х  9 6  л у н о к  (Р и с .  3 -7 )  д л я  н а н е с е н и я  п я т е н  п р о б ы . Р а з м е р  м и ш е н и  и 

к о э ф ф и ц и е н т  п р о п о р ц и о н а л ь н о с т и  т о ч н о  с о о т в е т с т в у ю т  У4 ч а с т и  т и т р а ц и о н н о г о  

м и к р о п л а н ш е т а .  В т о  ж е  в р е м я  у м е н ь ш е н н ы е  в  р а з м е р е  п л а н ш е т ы  M ic ro  S C O U T  P la t e s  м о гу т  

и с п о л ь з о в а т ь с я  р о б о т а м и  к о м п а н и и  В ги к ег  д л я  а в т о м а т и з и р о в а н н о й  п р о б о п о д г о т о в к и , 

т а к и м и , к ак  М А РИ.

В э т о м  с л у ч а е  к а ж д ы й  п л а н ш е т  M icro  S C O U T  P la t e  п о м е щ а е т с я  н а  а д а п т е р  м и ш е н и , к о т о р ы й  

м о ж е т  в м е с т и т ь  т о л ь к о  о д и н  п л а н ш е т  M icro  S C O U T  P la te .  Э т и  а д а п т е р ы  о б о р у д о в а н ы  

п р о г р а м м и р у е м ы м  п о л у п р о в о д н и к о в ы м  ч и п о м , н а з ы в а е м ы м  т р а н с п о н д е р о м .  Р о б о т  

с ч и т ы в а е т  и н ф о р м а ц и ю  с  т р а н с п о н д е р а  и и д е н т и ф и ц и р у е т  п л а н ш е т  M icro  S C O U T  P la te  

в н у т р и  а д а п т е р а  к ак  м и ш е н ь .

П о с л е  п р о б о п о д г о т о в к и  а д а п т е р  и п л а н ш е т  м и ш е н и  п о м е щ а ю т с я  в  о т д е л ь н ы й  б л о к  д л я  

с ч и т ы в а н и я /з а п и с и  и н ф о р м а ц и и  с  т р а н с п о н д е р а  R e a d /W r i t e  T r a n s p o n d e r  S t a t i o n  (с е р и й н ы й  

н о м е р  р у к о в о д с т в а  - P N  2 1 2  3 0 8 ) ,  с л е д у ю щ е е  з а  с п е к т р о м е т р о м ,  ч т о б ы  с ч и т а т ь  и н ф о р м а ц и ю  

с  т р а н с п о н д е р а .  З а т е м  п л а н ш е т  м и ш е н и  у д а л я е т с я  и з  а д а п т е р а  и в в о д и т с я  в р у ч н у ю  в 

с п е к т р о м е т р .  Б л о к  т р а н с п о н д е р а  с о е д и н е н  с  ПК к а б е л е м  R S  2 3 2 /4 8 5 .

И с п о л ь з о в а н и е  а д а п т е р о в  в  с о ч е т а н и и  с  т р а н с п о н д е р а м и  т а к ж е  п о з в о л я е т  п р и м е н я т ь  

а н к е р н у ю  т е х н о л о г и ю  A n c h o rC h ip .  М и ш е н и  A n c h o rC h ip  п о к р ы т ы  с п е ц и а л ь н ы м  с л о е м ,  

у л у ч ш а ю щ и м  п р о ц е с с  к р и с т а л л и з а ц и и  о б р а з ц о в  M A LDI. П р е и м у щ е с т в а  д а н н о й  т е х н о л о г и и  

с о с т о я т  в с л е д у ю щ е м :

1 0  -  1 0 0 -к р а т н ы й  в ы и г р ы ш  в  ч у в с т в и т е л ь н о с т и  б л а г о д а р я  п о в ы ш е н и ю  к о н ц е н т р а ц и и  

а н а л и з и р у е м о г о  в е щ е с т в а  в  п я т н е .

У л у ч ш е н и е  с  т о ч к и  з р е н и я  а в т о м а т и з а ц и и  б л а г о д а р я  с о к р а щ е н и ю  п о и с к а  “с л а д к и х  

п я т е н ”.

Д о п о л н и т е л ь н у ю  и н ф о р м а ц и ю  м о ж н о  п о л у ч и т ь  в  р у к о в о д с т в е  п о  а н к е р н о й  т е х н о л о г и и  

A n c h o rC h ip ™  T e c h n o lo g y ,  ( с е р и й н ы й  н о м е р  р у к о в о д с т в а  -  P N  2 1 5  3 4 4 ) .
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п о з в о л я ю т  п о л у ч и т ь  и з о б р а ж е н и е  о б р а з ц а  с  в ь ю о к и м  р а з р е ш е н и е м .
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Р и с у н о к  3 -7  И з о б р а ж е н и е  9 6 -л у н о ч н о г о  п л а н ш е т а  M icro  S C O U T

3 .1 .3 .1 .3  С е л е к т о р  р о д и т е л ь с к и х  и о н о в

С е л е к т о р  р о д и т е л ь с к и х  и о н о в  ( p r e c u r s o r  io n  s e l e c to r ,  P C IS ) ,  к а к  п о к а з а н о  н а  Р и с . 3 -8 , 

р а б о т а е т  в  к а ч е с т в е  ф и л ь т р а  п о  м а с с а м ,  ч т о б ы  о т д е л и т ь  д а н н ы й  р о д и т е л ь с к и й  и о н  и 

о т н о с я щ и е с я  к н е м у  ф р а г м е н т н ы е  и о н ы  о т  в с е х  о с т а л ь н ы х  и о н о в , д л я  п р о в е д е н и я  М С /М С  

а н а л и з а .

О н  с о с т о и т  и з  д е ф л е к т о р н ы х  (т .е .  о т к л о н я ю щ и х )  п л а с т и н , р а с п о л о ж е н н ы х  в е р т и к а л ь н ы м  

с л о е м  о д н а  п о д  д р у г о й . П а р а л л е л ь н ы е  э л е к т р о д ы  п о д к л ю ч е н ы  к и с т о ч н и к у  в ь ю о к о го  

н а п р я ж е н и я  с  п р о т и в о п о л о ж н о й  п о л я р н о с т ь ю , в  с о о т в е т с т в и и  с  п р и н ц и п о м  Б р э д б е р и -  

Н ь е л ь с е н а .  Р а з н о с т ь  п о т е н ц и а л о в  м е ж д у  п л а с т и н а м и  с о з д а е т  э л е к т р о с т а т и ч е с к о е  п о л е , 

п е р п е н д и к у л я р н о е  н а п р а в л е н и ю  п о л е т а  и о н о в . Э т о  п о л е  и з м е н я е т  т р а е к т о р и ю  в с е х  и о н о в , 

п о п а д а ю щ и х  м е ж д у  э л е к т р о д а м и .

Н е с м о т р я  н а  т о , ч т о  п л а с т и н ы  п о д к л ю ч е н ы  к и с т о ч н и к у  п и т а н и я  п о  п р и н ц и п у  Б р э д б е р и -  

Н ь е л ь с е н а ,  с е л е к т о р  и о н о в  ф у н к ц и о н и р у е т  к ак  у л у ч ш е н н ы й  с е л е к т о р  р о д и т е л ь с к и х  и о н о в  

Б а р о в с к о г о ,  с о  в с е м и  е г о  п р е и м у щ е с т в а м и  э т о г о  р е ж и м а  с е л е к ц и и  и о н о в .  В т о т  м о м е н т , 

к о г д а  в ы б р а н н ы е  и о н ы  п о п а д а ю т  в  о т к л о н я ю щ е е  п о л е ,  о н о  о т к л ю ч а е т с я .  П о т е н ц и а л  м е ж д у  

п л а с т и н а м и  о с т а е т с я  р а в н ы м  н у л ю  д о  т о г о  м о м е н т а ,  п о к а  в с е  и о н ы  н е  п о к и н у т  д е ф л е к т о р .  В
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Рисунок 3-8 Принцип действия селектора родительских ионов

3.1.4 Рефлектор

Главной задачей рефлектора является нормализация времен полета ионов с разными 

энергиями.

Метастабильный распад ионов обуславливается избыточной энергией, получаемой во время 

сложного процесса MALDI. Поскольку родительские и фрагментные ионы продолжают 

двигаться с той же скоростью, они одновременно ударяют линейный детектор, таким 

образом, сливаясь в единый пик и не давая спектра фрагментных ионов. Для разделения 

фрагментных ионов в масс-спектрометр встраивается рефлектор. Ионы, обладающие 

различными массами, имеют разную кинетическую энергию, и проникают в разные места 

электрического поля; затем они отражаются и ударяют в рефлекторный детектор в разное 

время.

Для получения хороших масс-спектров с разумным соотношением сигнал-шум, геометрия 

рефлектрона должна отвечать особым требованиям по электричеству и размерам, главным 

образом относительно размеров трубы дрейфа, а также типа и размера используемого 

рефлекторного детектора.

Прибор microflex и другие времяпролетные масс-спектрометры серии “flex” используют 

безрешеточный рефлектор с ионными линзами (Рис. 3-9). Фрагментные ионы, которые могут 

появиться внутри рефлектора, а не во время полета в области дрейфа, будут формировать 

нежелательный вьюокий химический фон.

Для минимизации времени пребывания ионов внутри рефлектора, рефлектор имеет два 

отделения, в первом из которых сила поля гораздо выше. В результате рефлектор 

становится короче, и длина бесполевого области дрейфа становится длиннее, по сравнению 

с времяпролетными рефлекторами с одним отделением. Благодаря этой конструкции все 

маленькие фрагментные ионы отклоняются, что позволяет снизить уровень шума. Кроме 

того, безрешеточная входная линза рефлектора создает эффект пространственной 

фокусировки, что позволяет повьюить чувствительность.

Рефлектор работает при потенциале, превосходящем ускоряющее напряжение источника 

ионов приблизительно на два кВ.
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Безрешеточный рефлектор 
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Рисунок 3-9 Распределение потенциальной энергии внутри безрешеточного рефлектора с 

двумя отделениями

3.1.5 Детектор

Детектор преобразует ионный ток в электрический, который затем оцифровывается и 

обрабатывается персональным компьютером.

Современные детекторы, используемые во времяпролетных масс-спектрометрах, созданы 

на основе пластин с микроканалами (см. Рис. 3-10), т.е. твердых пористых пластин с 

миллионами маленьких каналов ( =5-10 мкм, длина = 0.5-0.8 мм), покрытых изнутри

полупроводниковым слоем. Каждый из каналов работает как электронный умножитель, 

независимый от соседних микроканалов. Для достижения максимального выхода электронов 

все эти каналы элеетрически соединены параллельно.

Процесс умножения, происходящий в канале, изображен ниже.
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Рисунок 3-10 Принцип действия микроканала

Для нормального функционирования на микроканалы накладывается разность потенциалов 

до 1000 Вольт. Это приводит к протеканию тока через полупроводниковый слой, 

поставляющего электроны, необходимые для процесса умножения электронов.

Другим параметром, влияющим на производительность, является время отклика детектора. 

Оно важно для предотвращения ухудшения разрешения пиков. Детекторы на основе пластин 

с микроканалами производят выходное напряжение с десятикратно меньшим временем 

нарастания сигнала (< 1 не) по сравнению с другими конфигурациями детекторов, такими, 

как канальные электронные или дискретные динодные умножители.



Каждый детектор microflex содержит две соединенные между собой пластины с 

микроканалами. Линейный детектор оборудован опцией селекции пропускания “gating”̂  

позволяющей избежать возникновения эффектов насыщения, которые могут возникать в 

связи с попаданием в детектор матричного вещества.

3.1.6 Цифровой преобразователь

После лазерного удара цифровой преобразователь начинает записывать входящие 

аналоговые сигналы с детекторов и преобразовывать их в цифровую информацию. 

Цифровая карта может работать со скоростью до 2 GS/sec. Это устройство вмонтировано в 

ПК. Установки прибора соответствуют параметрам, заданным на странице D e t e c t o r  

программы flexControl.

3.1.7 Лазерная система

Лазерная система работает с максимальной частотой следования импульсов 20 Гц. Она 

поставляет пульсирующее лазерное излучение к маленькому пятну на мишени. Лазерная 

система состоит из импульсного УФ-лазера ,̂ регулятора усиления, позволяющего точно 

настроить лазерный поток, системы линз для фокусировки лазерного луча, и системы зеркал 

для направления лазерного луча в ионный источник на планшет мишени. Настройки прибора 

задаются в программе flexControl.

3.1.8 Камера

Камера передает изображение пятна образца в сегмент по управлению мишенью Target 

Manipulation Segment графического пользовательского интерфейса программы flexControl.

3.2 Конфигурация ПК

ПК управляет масс-спектрометром, а также собирает и хранит данные. Конфигурация 

компьютера должна отвечать конфигурации при поставке, т.е., например, следующим 

требованиям:

18-дюймовый жидкокристаллический дисплей, разрешение 1280 х 1024, True Color; 

лазерный принтер:

операционная система Windows 2000;

 ̂ Пожалуйста, обратитесь к Руководству Пользователя flexControl. “Gating” -  это 

дополнительная возможность системы, позволяющая детекгировать только те ионы, 

которые представляют интерес. Все остальные ионы во избежание насыщения линейного 

детектора подавляются, включая нейтральные осколки.

 ̂Обычно используют азотный лазер с длиной волны 337 нм (и энергией импульса 150 мкДж) 

и шириной импульса 3 не для компонентов матрицы, поглощающих свет на этой длине 

волны (класс опасности III В).



программные наборы flexControl / flexAnalysis.

3.3 В озм ож ность удаленного сер ви сного обслуж ивания
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Рисунок 3-11 Принцип удаленного сервисного обслуживания

Для наиболее оперативного функционирования прибора microflex он имеет возможность 

удаленного сервисного обслуживания (Рис. 3-11). Это позволяет выявлять неисправности 

через Интернет. Таким образом, часто можно эффективно решить проблемы с помощью 

персонального компьютера клиента, полностью управляемого службой сервиса Вгикег 

Daltonics. Например, с помощью этой возможности можно обновлять программное и 

аппаратное обеспечение.

Кроме того, за счет такой возможности значительно ускоряется процесс сервиса, поскольку 

сервисный инженер после удаленной диагностики приедет к Вам уже с подходящей запасной 

деталью.

Необходимое условие: 1Слиент должен иметь доступ в Интернет с управляющего 

компьютера microflex.

Пример проведения удаленного сервисного обслуживания в Европе:

1. Зайдите на сайт http://bdal.webex.com. Появится окно, изображенное на Рис. 3-12.

2. На данной веб-странице выберите Join. Появится окно, изображенное на Рис. 3-13.
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Рисунок 3-12 Веб-страница компании Bruker

Вним ание: “H ttp ’’-соединение сменяется на “https’-соединение, закодированное 128 битами 

для обеспечения самого высокого возможного уровня безопасности!

В США Интернет-сервис доступен по адресу: bdalsupport-us.webex.com.
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Рисунок 3-13 Введите необходимую информацию



Пожалуйста, введите необходимую информацию. Позвоните в Службу Сервиса Bruker +49 

(341) 2431 395, чтобы узнать Ваш номер поддержки сессии. Нажмите кнопку “Submit” и 

следуйте указаниям, чтобы успешно подсоединиться для осуществления удаленного 

сервиса Вашего microflex.

4  Э К С П Л У А Т А Ц И Я

4.1 В клю чение/вы клю чение прибора

Прибор включается/выключается при помощи клавишного переключателя на передней 

панели и сетевого выключателя (Рис. 3-3), где:

0 = Off (выключен).

1 = On (включен).

Когда прибор правильно включен, на передней панели загорается светоиндикатор Power 

(Рис. 3-2).

Внимание; При положении выключателя О прибор выключен!

4.2 Проверка готовности прибора к работе

Когда прибор готов к сбору данных, на передней панели загорается светоиндикатор Ready 

(Рис. 3-2). Если он не горит, это означает, либо что мишень находится вне прибора, либо что 

давление внутри анализатора слишком вьюокое.

4.3 Установка планш ета мишени

Чтобы установить в прибор планшет мишени:

1. Откройте крышку загрузочного порта (см. Рис. 3-6) и поместите планшет мишени MSP 

внутрь на платформу мишени.

Внимание: Если загрузочный порт нельзя открыть без усилия, это может означать,

что носитель мишени может находиться в положении 1N (т.е. «внутрь»). 

Сначала переведите его в положение OUT («наружу»).

Осторожно: Постарайтесь, чтобы в загрузочный порт или на черное кольцо не 

попадали какие-либо мелкие предметы или частицы, для обеспечения 

prevent надежной работы прибора.

2. Закройте крышку загрузочного порта.

3. Нажмите и отпустите кнопку “TARGET IN/OUT” (Рис. 3-2).

4. Подождите, пока загорится светоиндикатор READY, оповещающий о готовности к 

сбору данных. Общее время от нажатия кнопки до загорания лампочки READY не 

должно превышать пяти минут, и обычно составляет менее двух с половиной минут.



4.4  Удаление планш ета мишени

Чтобы достать планшет мишени:

1. Нажмите и отпустите кнопку “TARGET 
IN/OUT”.

2. Откройте крышку загрузочного порта, достаньте планшет мишени, и закройте 

крышку загрузочного порта.

Внимание; Не доставайте предыдущую мишень, пока не подготовите новую мишень 

к её установке в прибор! Если в настоящее время у Вас нет 

подготовленного планшета мишени, вдвиньте платформу мишени 

внутрь (без мишени). Выдвиньте её наружу, когда у Вас будет готова 

новая мишень с образцами. Крышка загрузочного порта должна быть 

открыта минимальное время. Обратите внимание; пренебрежение этим 

советом не приведет к порче прибора, однако замена планшета мишени 

может занять до 30 мин!

4.5 Управление при вы полнении анализов

Способы управление масс-спектрометром при выполнении анализов описаны в
Руководстве

Пользователя flexControl, серийный номер 224 217.

5  Т Е К У Щ Е Е  О Б С Л У Ж И В А Н И Е  П Р И Б О Р А

Каждые три месяца проверяйте вентиляционный воздушный фильтр. Если он

визуально забит пылью, для обеспечения надлежащей работы прибора замените фильтр.

Для замены фильтра поднимите старый фильтр, выньте его из держателя, и затем

вдвиньте туда новый фильтр (Рис. 3-4).



Состав изделия масс-спектрометр microflex в следующих вариантах 
исполнения: microflex LT/SH, microflex LRF:

1. Системный блок.
2. Монитор.
3. Устройство для печати.
4. Программное обеспечение специальное медицинское.
5. DVD-диск с программным обеспечением для управления, сбора и обработки данных.
6. DVD-диск с поисковым программным обеспечением для протеомики.
7. DVD-диск с программным обеспечением для управления прибором, выполнения

измерений и обработки спектров, для автоматизации измерений и обработки спектров, 
для одновременного управления системой жидкостной хроматографии и масс- 
спектрометром.

8. DVD-диск с программным обеспечением для интерпретации MS и MS/MS спектров
пептидов с возможностью поиска в глобальных протеомных базах данных.

9. DVD-диск с программным обеспечением для поиска в протеомных базах данных и
установленными протеомными базами данных (MSDB, NCBI, Swissprot) для 
идентификации белков по MS и MSMS спектрам.

10. DVD-диск с программным обеспечением для поиска неизвестных соединений.
11. DVD-диск с программным обеспечением для статистической обработки получающегося 

массива данных.
12. DVD-диск с программным обеспечением для исследования синтетических полимерных 

структур.
13. DVD-диск с программным обеспечением для исследования структур сополимеров.
14. DVD-диск с программным обеспечением для исследования SNP-геномодификаций.
15. DVD-диск с программным обеспечением для определения качества олигонуклиотидов.
16. DVD-диск с программным обеспечением для масс-спектрометрического типирования 

микроорганизмов по масс-спектрам специфичных белков с использованием входящей в 
комплект базы данных.

17. База данных на DVD для масс-спектрометрического типирования микроорганизмов по 
масс-спектрам специфичных белков.

18. DVD-диск с программным обеспечением для интегральной обработки массива 
спектров.

19. DVD-диск с программным обеспечением для управления протеомными проектами, 
хранения и обработки протеомных данных, включая системы поиска про протеомным и 
базам данных пост-трансляционных модификаций белков и пептидов.

20. Серверная станция с предустановленным программным обеспечением для управления 
протеомными проектами, хранения и обработки протеомных данных, включая системы 
поиска про протеомным и базам данных пост-трансляционных модификаций белков и 
пептидов.

21. Серверная станция с предустановленными белковыми поисковыми базами данных.
22. Набор для обслуживания масс-спектрометра:

- воздушный фильтр -1 шт.;
- входной фильтр -1 шт.;
- прокладки для диафрагмового насоса.

23. Форвакуумный мембранный насос.
24. Мишень для анализа образцов из нержавеющей стали.
25. Мишень для анализа образцов из полированной нержавеющей стали.
26. Мишень для анализа образцов из нержавеющей стали со структурированной 

поверхностью.
27. Адаптер для крепления мишеней для анализа образцов в масс-спектрометре.
28. Набор мишеней для анализа образцов с предварительно нанесенной матрицей с 96 

точками (10 шт. в комплекте).
29. Адаптер для мишеней для анализа образцов с предварительно нанесенной матрицей в 

масс-спектрометре.
30. Набор мишеней для анализа низкомолекулярных соединений (NALDI) (5 шт. в 

комплекте).



31. Адаптер для мишеней для анализа низкомолекулярных соединений.
32. Калибровочная мишень.
33. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра в низком пептидном 

диапазоне (5 пробирок в комплекте).
34. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра в высоком пептидном 

диапазоне (5 пробирок в комплекте).
35. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра в низком белковом 

диапазоне (5 пробирок в комплекте).
36. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра в высоком белковом 

диапазоне (5 пробирок в комплекте).
37. Бактериальный калибровочный стандарт (5 пробирок в комплекте).
38. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра анализа 

олигонуклиотидов в низком массовом диапазоне (5 пробирок в комплекте).
39. Калибровочный стандарт для калибровки масс-спектрометра анализа 

олигонуклиотидов в высоком массовом диапазоне (5 пробирок в комплекте).
40. Масс-спектрометрическая матрица НССА (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
41. Масс-спектрометрическая матрица 3-НРА (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
42. Масс-спектрометрическая матрица 2,5-DHAP (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
43. Масс-спектрометрическая матрица SA (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
44. Масс-спектрометрическая матрица 2,5-DHB (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
45. Масс-спектрометрическая матрица SDHB (5 пробирок по 1 г в комплекте).
46. Масс-спектрометрическая матрица 2,3,4-ТНАР (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
47. Масс-спектрометрическая матрица 2,4,6-ТНАР (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
48. Масс-спектрометрическая матрица DIT (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
49. Масс-спектрометрическая матрица IAA (5 пробирок по 200 мг в комплекте).
50. Система предварительного разделения образцов на основе ВЭЖХ с нано-потоками.
51. Колонки хроматографические.
52. Виалы.
53. Крышки для виал.
54. Септы для виал.
55. Стандартный образец (5 пробирок по 500 пмоль вещества/пробирке).
56. Набор для обслуживания ВЭЖХ с нано-потоками:

-3 капилляра с пластиковыми или металлическими ферулами и гайка;
-3 капилляра от дегазатора до автосемлера;
-2 капилляра с фильтром и фитингом;
-1 комплект (нанолитровый тройник с нулевым мертвым объемом (1/32 дюйма диаметр 
трубки);
-10 трубок с диаметром 360 мкм;
-1 петля на 20 мкл;
- 2 комплекта подачи жидкостей (пластиковый тройник с 3 фитингами, 3 ферулами и 2 
капиллярами);
-1 набор (плоские фильтры 2 шт.);
-1 линия смешения жидкостей (пластиковый тройник, 5 пластиковых ферул, 5 
пластиковых фитинга, 3 капилляра, 1 стальная ферула, 1 стальной фитинг);
-1 игла для автосемплера;
-1 капилляр для выходы с колонки с фитингом, фильтром и ферулой;
-1 линия сброса избытка растворителя (капилляр фитингом и ферулой);
-1 трубка с фитингом и ферулой.

57. Набор для запуска ВЭЖХ с нано-потоками;
-1 игла для автосемплера;
-1 комплект плунжерных шайб (4 шт. в комплекте);
-1 прокладка для клапана;
-1 капилляр для выходы с колонки с фитингом, фильтром и ферулой;
-1 линия сброса избытка растворителя (капилляр фитингом и ферулой);
-1 капилляр с пластиковыми или металлическими ферулами и гайка;
-1 набор предконок (3 шт. в комплекте);
-1 колонка;



-1 набор капилляров (2 см, 1/32 диаметр, 30 шт.).
58. Система автоматического нанесения образцов на базе роботизированного комплекса 

пробоподготовки ВЭЖХ-MALDl, обеспечивающий сбор фракций от жидкостного 
капиллярного или нано-хроматографа и нанесение их на мишени для масс- 
спектрометра.

59. Источник бесперебойного питания.
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П Р И М Е Р Ы  И С П О Л Ь З О В А Н И Я  М А С С - С П Е К Т Р О М Е Т Р О В  

M A L D I - T O F

Ячейки с гидрофильными центрами связывания: высокопроизводительная
идентификация белков на субфемтомолярном уровне

Показано, что использование пластин мишеней с  маленькими гидрофильными центрами 

связывания (анкерами) на гидрофорбном покрытии (AnchorChip™) приводит к  10- и 100- 

кратному увеличению чувствительности в MALDI-TOF и тандемной масс-спектрометрии 

по сравнению с традиционными стальными мишенями [М. Schurenberg e t al., Prestructured 

MALDI-MS Sample Supports, Anal. Chem. 72 (2000) 3436ff.].

S t e e l  T a r g e t A n c h o r  C h i p

uC?
'

'

^

' ^  
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Для приготовления

пластин AnchorChip на 

гидрофильный центр

ячейки -  анкер - наносят 

крупную каплю (0,5-3 мкл), 

содержащую матрицу и 

анализируемое вещество. 

После высушивания она 

стягивается до размера

этого центра, ограничивая, 

таким образом, площадь

образования кристаллов 

матрицы до точно

определенных размеров 

(Фиг. 1). В результате 

такого высушивания, в 

отличие от обычного 

процесса «высушивания
Ф иг. 1: П р и н ц и п  п о д го то в ки  A n c h o rC h ip .

капель», концентрация
Т о гд а  ка к  н а  с т а н д а р т н ы х  с т а л ь н ы х  м и ш е н я х  ка п л и , с о д е р ж а щ и е  м а т р и ц у  и

а н а л и з и р у е м о е  в е щ е с т в о , п р и  в ы с у ш и в а н и и  з а н и м а ю т  д о в о л ь н о  б о л ь ш о е  анализируемого вещеСТВа
п р о с тр а н с тв о  (з д е с ь  п о к а за н  п р и м е р  в с л у ч а е  DHB), на  м и ш е н я х  A n c h o rC h ip  повышается на
о ни  с т я ги в а ю тс я , и о б р а з у е м ы е  кр и с та л л ы  з а н и м а ю т  т о ч н о  о п р е д е л е н н у ю  коэффициент, зависящий

п л о щ а д ь . размера гидрофильного

центра.

Материалы и методы

1 2 mm I



Для пробоподготовки использовали восьмиканальный робот-пипетатор (тар11/8 “̂ , Bruker 

Daltonics, 15 мин/мишень). На ряды гидрофильных анкеров (AnchorChip, диаметр 600 мкм) и

на стандартные стальные
AnchorChip Steel Target

25 amol

125 amol

250 amol

500 amol

2.5 fmol

25 fmol

O n i B u lla t -  o n * u m p l« . 
383 M m p les  -  one target. 
Oreen: (denttfied 
VeHow: UiicvrtHin 
Red; Unidentified 
Grey; no pealcs

мишени наносили гидролизат 

белка (трипсиновый

гидролизат бычьего

сывороточного альбумина), 

используя различные

количества образца. Для

проведения каждой серии

анализов использовали 383 

образца с одинаковым 

количеством вещества, а

также одну пептидную смесь 

для внешней калибровки.

Для подготовки мишеней 

AnchorChip на анкеры 

наносили 2,25 мкл матрицы 

( -циано-4- 

гидроксициннамовая кислота 

{ -cyano-4-hydroxycinnamic 

acid, НССА), 0,2 г/л в смеси 

этанол:ацетон 4:1) и 0,25 мкл 

образца (трипсиновый

гидролизат белка при 

различном разбавлении). Для 

подготовки стандартных

Фиг. 2: Результаты серийного поиска для различных количеств образца. Стальных МИШенеЙ наносили

0,75 мкл матрицы (НССА, 5 г/л в 30% ацетонитриле с добавкой 0,1% трифторуксусной 

кислоты). Использовали условия пробоподготовки «DD», с соответствующими 

соотношениями образец/матрица. Автоматический сбор спектров осуществлялся на приборе 

BIFLEX 1!!̂ “ (Вгикег Daltonics). Скорость сбора данных составляла 30-60 сек./образец и 

зависела от качества образца. Для одного образца собирали 200 масс-спектров.

»оеомово



Сочетание автоматического сбора масс-спектров и серийного поиска по базам данных 

(biotools™/Bruker Daltonics; MSDB, Mascot/Matrix Science) показали увеличение 

чувствительности, достигаемое с помощью анкерной технологии. Результаты поиска по 

базам данных быстро оценивались алгоритмом с гибким регулятором. В основном эта 

оценка основывалась на покрывающей способности базы данных в отношении 

последовательностей и индекса Моуза. После перенесения отчетов об оценке поиска в 

Microsoft Excel проводился статистический анализ для сравнения результатов поиска по 

обоим типам мишени.

Результаты и их обсуждение

Samples Identified ("Green Bullets") Average Score (IVIowse)
1 М % -

...................
' • ...............

8 0 % - A n c tio iC h Ip

« 0 % .
/ /

4 « % . / S tM l T a rg e t

2 0% - • /

0 % . • .  .  •
O.lknol K m ot lOfmol

Sample amount per preparation Sample amount per preparation

Фиг. 3: Статистика серийных поисков. Слева: Сравнение относительного количества надежно проведенных 

идентификаций на стальных мишенях и на AnchorChip. Оценка надежности производилась алгоритмом 

BioTools. Справа: Сравнение средних индексов Моуза для пробоподготовки на стальных мишенях и на 

AnchorChip, полученная Mascot на основе серийного поиска по базам данных.

Все демонстрируемые результаты были получены при использовании полностью 

автоматизированных процедур; пробоподготовки, сбора данных, аннотирования с 

использованием поисков Mascot. Вручную задавались только параметры самого 

анализа.
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90% идентификаций на AnchorChip 

проводились на уровне 200 амоль 

вещества, тогда как на стальных 

пластинах эта величина 

составляла 10 фмоль (получена в 

результате интерполяции).

Независимо от количества 

образца, AnchorChip всегда давал 

лучшие результаты поиска, чем 

стальные мишени; индекс Моуза 

для AnchorChip всегда был по 

меньшей мере на 50 единиц выше. 

(Фиг. 2, 3).

Еще более высоких величин

индекса 1\/1оуза можно достичь при 

использовании более сложной

процедуры пробоподготовки,

используя 64 позиции для внешней 

калибровки соответствующих 

окружающих данную ячейку

образцов (Фиг. 4). Таким образом, 

средний индекс Моуза может быть
Ф иг. 4 : К а л и б р о в к а  по  б л и ж а й ш е м у  с о с е д у .

повышен с 84 (500 амоль, для
Д л я  это го  э к с п е р и м е н т а  б ы л а  в ы б р а н а  б о л е е  с л о ж н а я

к р у п н о ф о р м а т н а я  т а б л и ц а  (с в е р х у ). Д л я  а в т о м а т и ч е с к о й  к а л и б р о в ки  одноточечной калибровки М И Ш е н и )  

п р и б о р а  б ы л а  в ы б р а н а  о д н а  к а л и б р о в о ч н а я  с м е с ь  (н а  р и с у н к е  с н и зу  до 148 (500 амоль, калибровка ПО 
о н а  о б о з н а ч е н а  б е л ы м и  к р у ж к а м и ). К а л и б р о в к а  по д а н н о м у  п я тн у  ближайшей СОСеднеЙ ТОЧКе С 
и с п о л ь зо в а л а с ь  д л я  о к р у ж а ю щ и х  е го  о б р а з ц о в  (5 0 0  а м о л ь  в е щ е с т в а ,

сильно
н а н е с е н н о го  н а  A n c h o rC h ip ). П о л у ч е н н ы й  с р е д н и й  и н д е к с  М о у з а  (1 4 8 )  

бы л с у щ е с т в е н н о  в ы ш е , ч е м  д л я  м и ш е н е й , к а л и б р о в а н н ы х  то л ь к о  по  Отклонением при поиске ПО базам
о д н о й  п о зи ц и и . данных).

- Демонстрируемые данные были получены для модельного гидролизата. Реальные

образцы могут содержать посторонние вещества, осложняющие кристаллизацию

матрицы на мишенях AnchorChip. 1\/1ы установили, что решить эту проблемы такого

рода можно, используя автоматизированные процедуры промывки мишени и

перекристаллизации (см. документ «Система 1\/1Т-60 серии flex: области применения»).

Однако для реальных образцов необходимо индивидуально оптимизировать

соседней 

снижающимся

точке 

массовым



последовательность пробоподготовки до приготовления больших серий одинаковых 

образцов.

- Умелый энтузиаст-экспериментатор сможет провести идентификацию и получить 

хорошие результаты даже при самых низких концентрациях. Возможно, потом это и 

назовут «обычным результатом». Но только при соответствующей статистической 

обработке, то есть при постановке анализа нескольких сотен одинаковых образцов, 

заявления о качестве аналитического метода будут правомерными.

Питер Гуфнагел, Мартин Шуренберг, Клаус Кёстер, Карл-Отто Крётер, Детлев Сукаю 

Вгикег Daltonics GmbH



Использование масс-спектрометров MALDI-TOF для контроля синтеза сополимеров

В последние годы масс-спектрометрия MALDI-TOF (лазерной десорбции и ионизации при 

содействии матрицы, Matrix-Assisted Lased Desorbtion/lonization) стала очень мощным  

инструментом для анализа синтетических полимеров. В различных целях были 

проанализированы полимеры многих классов. Качество масс-спектров олигомеров в 

диапазоне масс вплоть до 10000 Д а было существенно улучшено за счет метода 

Импульсной Экстракции Ионов (Pulsed Ion Extraction, PIE). Этот метод обеспечивает  

изотопное разрешение разных пиков олигомеров. Кроме того, число исследования в 

области подготовки полимерных образцов постоянно растет.

Для анализа синтезируемых сополимеров мы использовали Импульсную Экстракцию Ионов 

(Pulsed Ion Extraction. PIE). Наши эксперименты показали преимущества изотопного 

разрешения в интерпретации масс-спектров. Для того, чтобы достичь максимального 

разрешения, все спектры регистрировались в режиме рефлектрона. Это было необходимо 

для различения линейных и цикличных продуктов реакции, поскольку их массы отличались 

только на 2 Да (2 атома водорода).

Синтез.

Для синтеза сополимера использовали следующие 2 мономера;

Компонент А;

молекулярная масса 316.1 Да; молекулярная масса звена в цепи 296.1 Да.



Компонент В:

молекулярная масса 332.1 Да; молекулярная масса звена в цепи 312.1 Да. 

Реакционная смесь состояла из 20% компонента А и 80% компонента В.

Результаты.
Полный масс-спектр исследуемого сополимера показан на Рис. 1. На нем видна серия 

сигналов с отличием по массовым числам в 296 Да.
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20%. Компонент В, по-видимому, не принял участия в полимеризации. Группы отдельных

пиков образованы девятью различными 

продуктами реакции, имеющими, по-видимому, 

линейное и цикличное строение. Благодаря 

изотопному разрешению каждого пика их легко 

можно интерпретировать.

На Рис. 2 увеличены части масс-спектра, 

относящиеся к олигомерным группам. Их 

интерпретация приведена в Таблице 1.

Помимо циклических продуктов, которые на Рис. 2 

отмечены кружками, основные компоненты 

продуктов реакции линейны (на Рис. 2 они 

обозначены квадратами). Таким образом, продукты 

реакции имеют структуры, показанные на Рис. 3. 

Помимо двух введенных мономеров А и В, в

цепочке

Рис. 3: Наблюдаемые структуры полимера. На спектрах, 

показанных на Рис. 2. линейные структуры отмечены  

квадратами, а цикличные -  кружками.

+  A +  2 A +  3 A +  4 A +  5 A +  6 A

А 4  cyc lic • 1 1 8 5 ,4 1 4 8 1 ,5 1 7 7 7 ,6 2 0 7 3 .7 2 3 6 9 ,8 2 6 6 5 ,9 2 9 6 2 ,0

А 4  lin e a r ■ 1 1 8 7 ,4 1 4 8 3 ,5 1 7 7 9 ,6 2 0 7 5 ,7 2 3 7 1 ,8 2 6 6 7 ,9 2 9 6 4 ,0

А З В  cyc lic • 1 2 0 1 ,4 1 4 9 7 ,5 1 7 9 3 ,6 2 0 8 9 ,7 2 3 8 5 ,8 2 6 8 1 ,9 2 9 7 8 ,0

А З В  lin e a r ■ 1 2 0 3 ,4 1 4 9 9 ,5 1 7 9 5 ,6 2 0 9 1 ,7 2 3 8 7 ,8 2 6 8 3 ,9 2 9 8 0 ,0

А 2 В 2  cyc lic • 1 2 1 7 ,4 1 5 1 3 ,5 1 8 0 9 ,6 2 1 0 5 ,7 2 4 0 1 ,8 2 6 9 7 ,9 2 9 9 3 ,9

А 2 В 2  lin e a r ■ 1 2 1 9 ,4 1 5 1 5 ,5 1 6 1 1 ,6 2 1 0 7 ,7 2 4 0 3 ,8 2 6 9 9 ,9 2 9 9 6 ,0

А З С  lin e a r ■ 1 2 2 1 ,4 1 5 1 7 ,5 1 8 1 3 ,6 2 1 0 9 ,7 2 4 0 5 ,8 2 7 0 1 ,9 2 9 9 8 ,0

А В З  cyc lic • 1 2 3 3 ,4 1 5 2 9 ,5 1 8 2 5 ,6 2 1 2 1 ,7 2 4 1 7 ,8 2 7 1 3 ,8 3 0 0 9 ,9

А В З  lin e a r ■ 1 2 3 5 ,4 1 5 3 1 ,5 1 8 2 7 ,6 2 1 2 3 ,7 2 4 1 9 ,8 2 7 1 5 ,9 3 0 1 2 ,0

A 2 B C  lin e a r 1 2 3 7 ,4 1 5 3 3 ,5 1 8 2 9 ,6 2 1 2 5 ,7 2 4 2 1 ,8 2 7 1 7 ,9 3 0 1 4 ,0

A B 2 C  c yc lic • 1 2 5 1 ,4 1 5 4 7 ,5 1 8 4 3 ,6 2 1 3 9 ,6 2 4 3 5 ,7 2 7 3 1 .8 3 0 2 7 ,9

A B 2 C  lin e a r ■ 1 2 5 3 ,4 1 5 4 9 ,5 1 8 4 5 ,6 2 1 4 1 ,7 2 4 3 7 ,8 2 7 3 3 ,9 3 0 2 9 ,9

A 2 C 2  lin e a r ■ 1 2 5 5 ,4 1 5 5 1 ,5 1 8 4 7 ,6 2 1 4 3 ,7 2 4 3 9 ,8 2 7 3 5 ,8 3 0 3 1 ,9

A B C 2  c yc lic • 1 2 6 9 ,4 1 5 6 5 ,4 1 8 6 1 ,5 2 1 5 7 ,6 2 4 5 3 ,7 2 7 4 9 ,8 3 0 4 5 ,9

A B C 2  lin e a r ■ 1 2 7 1 ,4 1 5 6 7 ,5 1 8 6 3 ,6 2 1 5 9 ,7 2 4 5 5 ,7 2 7 5 1 ,8 3 0 4 7 ,9

Т а б л и ц а  1: В ы ч и с л е н н ы е  м а сс ы  д л я  р а з л и ч н ы х  с о с та в о в  о л и го м е р н ы х  ф р а гм е н т о в .  

О Д Н О ГО  атома водорода в компоненте В на фтор.

полимера был 

обнаружен 

третий продукт- 

заместитель.

Это

соединение, 

которое далее 

мы будем

обозначать как 

компонент С, с 

массой на 18 Да 

выше, чем

масса 

компонента В, 

могло 

образоваться 

при замещении



Неожиданно было обнаружено, что структура олигомерных групп менялась с изменением 

диапазона масс. Циклические продукты больших размеров не наблюдались; основные

Р и с . 4 : Р а с ч е т н ы е  и зо то п н ы е  р а с п р е д е л е н и я  д л я  ц и кл и ч н о го  и о н а  А 5  (с л е в а )  и 

л и н е й н о го  и о н а  А 7 С  (с п р а в а ), 

компоненты в диапазоне высоких масс содержат продукт замещения С.

Для детального исследования перекрывающихся сигналов необходимо сравнить их с 

расчетными. Два примера, приведенные на Рис. 4, хорошо коррелируют между собой.

Были сделаны следующие наблюдения;

1. Циклические продукты не типичны и исчезают в диапазоне вьюоких масс.

2. Основными продуктами являются линейные сополимеры.

3. Чем выше масса олигомера, тем больше в цепи полимера обнаруживается продукта 

С.

Заключение.
Для детального изучения синтеза сополимера использовали масс-спектрометрию MALDI- 

TOF. При использовании метода Импульсной Экстракции Ионов мы получили спектры, 

изотопно разрешенные вплоть до 5 кДа. Такое великолепное разрешение позволило 

различить линейные и цикличные структуры, а также отличить заместители фтор и кислород. 

Таким образом, анализ при использовании масс-спектрометрии MALDI-TOF является 

эффективным средством для осуществления контроля за синтезом сополимеров.

Ф р а н ц  М а й е р -П о з н е р  1, У о л к е р  С о з е р л е н д  1, К р и с  В е с д е м и о т и с  2.

1 B ru ke r D a lto n ik  G m b H

2 Х и м и ч е с к и й  ф а к у л ь т е т  А к р о н с к о го  У н и в е р с и т е т а , С Ш А , и я а т  О га й о .



Предструктурированные MALDI-TOF подложки для образцов: промывание образца и 
перекристаллизация

Как было недавно показано [1-5], использование предструктурированных мишеней MALDI, 

отличительной чертой которых стали маленькие гидрофильные участки («анкеры») на 

гидрофобном субстрате, приводит к более чем 10-кратному увеличению

чувствительности по сравнению с сухой подготовкой капель для традиционных 

металлических мишеней, даже при полностью автоматизированной пробоподготовке и 

сборе данных. После испарения растворителя исходные микролитровые капельки 

стягиваются на анкерах, что приводит к  повышению концентрации анализируемого 

вещества.

Выбор растворителя является определяющим, особенно для таких нерастворимых в воде 

матриц, как -циано-4-гидроксикоричная кислота { -cyano-4-hydroxycinnamic acid, НССА). 

Органический растворитель выпаривается быстрее, чем вода, и после того, как

концентрация матрицы достигает её растворимости, начинается процесс кристаллизации 

матрицы. Если в капле содержится слишком много воды, матрица начинает осаждаться 

слишком рано, что приводит к кристаллизации вне анкеров. Даже если матрица растворена в

чистом органическом растворителе, 

осаждаемый раствор анализируемого 

вещества часто содержит слишком много 

воды. Мы представляем простой метод 

перекристаллизации на мишени, в 

котором кристаллы возвращаются на 

анкер, независимо от исходного состава 

растворителя.

Этот этап перекристаллизации можно 

совместить с этапом промывания на 

мишени, в котором из подготовленных 

образцов будут удалены буферы. Здесь 

будут приведены два примера с обычно 

используемыми буферами (бикарбонат 

аммония и Трис/НС1), показывающие, что 

перекристаллизация не влияет на общую 

чувствительность и, по меньшей мере, эффективна для очистки ZipTips С 18.

Методы
Анализируемые вещества и буферные смеси.

Рис. 1. Мишень AnchorChip с 384 гидрофильными 
участками различного размера (200, 400, 600, 800 мкм).



Трипсиновый внутрирастворный гидролизат Бычьего Сывороточного Альбумина (БСА) 

разбавляли до трех различных концентраций (2/1/0,5 фмоль/л) двумя различными 

буферными растворами (50мМ бикарбонат аммония и 20мМ Трис/НС1 pH 6,8). Для каждого 

эксперимента использовали 0,5 мкл анализируемого раствора, таким образом, общее 

количество анализируемого вещества составляло 1 фмоль, 500 амоль и 250 амоль, 

соответственно.

Д ля каждой концентрации осуществляли сравнительные эксперименты, в которых 

гидролизат БСА раст воряли не в буферных растворах, а вместо этого в 0,1% 

трифторуксусной кислоте (TFA).

Пробоподготовка
Подготовка анкеров: 0,5 мкл анализируемого раствора и 2 мкл НССА с концентрацией 0,3 

г/л в смеси этанол: ацетон 2:1 наносили на анкер размером 600 мкм. Перекристаллизацию 

проводили для всех образцов, не содержащих буфера, с перенесением всех кристаллов на 

анкер. Промывание и перекристаллизацию осуществляли для всех образцов, содержащих 

буфер.

Промывание: 5-10 мкл 1% TFA наносили пипеткой на высушенную ячейку. Промывочный 

буфер удаляли после приблизительно 30 секунд после нанесения.

Перекристаллизация: 0,7 мкл смеси этанол/ацетон/1 % TFA (6/3/1) наносили на вьюушенную 

ячейку.

Подготовка ZipTips: -С18 Zip-Tip (Millipore) увлажняли и стабилизировали согласно

указаниям производителя. 0,5 мкл анализируемого раствора разбавляли 2 мкл 0,1%TFA и 

полученные 2,5 мкл раствора загружали на ZipTips. Связанные пептиды промывали 0,1% 

TFA и элюировали 2 мкл 40% ацетонитрила на анкер размером 600 мкм. В эту каплю 

вносили 2 мкл НССА и затем образцы перекристаллизовывали.

Предструктурированная MALDI мишень

В работе использовали гидрофобные мишени AnchorChip™ (Brul<er Daltonics) с 384 

гидрофильными анкерами, общепринятого формата микротитровой пластины.

Масс-спектрометрия и анализ данных
Для сбора масс-спектров использовали MALDI-TOF масс-спектрометр BIFLEX III™. 

Идентификацию белков проводили при использовании программного обеспечения для 

поиска по базам данных Mascot в сочетании с базой данных по белкам OWL.

Результаты



ф

На Рис. 2а показан типичный вид AnchorChip после пробоподготовки, когда в растворе 

анализируемого компонента и матрицы содержалось слишком много воды. Осаждение 

матрицы началось до того, как вся капля стянулась на анкере. С другой стороны, если бы в 

исходной капле было слишком мало воды, капля стянулась бы на анкер, но результат 

пострадал бы из-за образования слишком тонкого слоя кристаллов, при котором нельзя 

было бы получить удовлетворительные результаты масс-спектрометрического анализа. 

Визуально контролировать оптимальное количество воды невозможно, и в большинстве

Р и с. 2 . Р е к р и с т а л л и з а ц и я  Н С С А  о б р а з ц а  б е з  б у ф е р а  н а  « а н к е р н о м »  у ч а с т к е  6 0 0  м км .

случаев даже сам по себе анализируемый раствор уже содержит слишком большое 

количество воды.



Washing

Before washing. 

Recrystallization

washing buffer applied.. ...and removed.

Redissolved sample. shrunk to the anchor... ...ready!

&

Р и с. 3 . П р о м ы в к а  и р е к р и с т а л л и з а ц и я  п р е п а р а т а  Н С С А  с о д е р ж а щ е го  0 .5  м кл  б и к а р б о н а т а  а м м о н и я  (5 0  

м М ) н а  « а н к е р н о м »  у ч а с т к е  6 0 0  м км .

Если добавить к закристаллизованному образцу каплю с подходящим составом 

растворителей, кристаллы снова растворяются (Рис. 2Ь), и капля целиком стягивается на 

анкер. После выпаривания растворителя под микроскопом можно увидеть компактный слой 

крошечных, хорошо отделенных друг от друга кристалликов, покрывающий анкер (Рис. 2с). 

Обычно для перекристаллизации мы использовали 0,7 мкл смеси зтанол/ацетон/1 % NAF 

(6/3/1).

Если в изначально приготовленной капле присутствуют буферы, ситуация существенно 

осложняется. При этом не только вьюушенный слой становится значительно шире анкера, но 

и любой кристаллизации матрицы противодействует кристаллизация буфера (Рис. За). 

После такой подготовки пробы невозможно получить сигнал анализируемого вещества.

Мы успешно промывали буфер-содержащие образцы 5-10 мкл 0,1-1% TFA в течение 

приблизительно 30 секунд (Рис. ЗЬ) и затем удаляли промывной растворитель с помощью 

пипетатора (Рис. Зс). Во время промывания удалялся лишь водорастворимый буфер, тогда 

как водонерастворимая НССА оставалась на мишени. Получаемый осадок был скорее 

аморфным, чем кристаллическим. К счастью, анализируемое вещество удерживалось на



вw

8
п
Е3
■§
Е
Е
(О
S
Е

S

л(Л
i

о.

N

у

0
1  
о!

2
Е
о
CN)

N

1(П

I

о.
FQ.
N

1 fm o l 5 0 0  a m o l 2 5 0  a m o l

8СХ)ге 216
matched 19

L i iL i f  i

score 132
matched 13

i k i i

score 120
matched 10 score 111

matched 11

jL l
^1.

fOOO
l Ll l

score 169
matched 13

■core 113
matched 10

l i

score 200
matched 1в

score 109
matched 10

score 145
matched 11 score 54

matnhAd 5

score 82 
matched 8

Witm

score 71 
matched 6

score 92
matched 7

score 140
matched 11

not idertiKled matched 0

Р и с . 4 . M A L D I м а с с -с п е к т р ы , п о л у ч е н н ы е  в р а з л и ч н ы х  э к с п е р и м е н т а х  н а  « а н к е р н о м »  у ч а с т к е  6 0 0  м км .

матрице (или на поверхности мишени) и не переходило в буфер, и его можно было 

перекристаллизовать вышеописанным способом (Рис. 3d-f).

На Рис. 4 показаны типичные масс-спектры, полученные для разных экспериментов. После 

промывания и перекристаллизации образцов хорошие масс-спектрометрические результаты



были получены для обоих исследуемых буферов, и можно было однозначно 

идентифицировать белки даже на уровне 250 амоль. По масс-спектрам и полученным 

результатам можно заключить, что процесс промывания не приводит к существенным 

потерям анализируемого вещества: общая чувствительность, полученная для промытых и 

перекристаллизованных буфер-содержащих образцов, не снижается по сравнению с 

образцами, не содержащими буфера, которые только перекристаллизовывали, но не 

промывали.

В общем случае бикарбонат аммония является лучшим буфером для MALDI, чем Трис/НС1. 

Проба, содержащая 0,5 мкл ЗОмМ Трис/НС1, не закристаллизовалась, и такие капли 

оставались жидкими даже полчаса спустя. После промывания бикарбонат аммония можно 

удалить практически количественно, поскольку он улетучивается при контакте с кислотным 

промывочным буфером, тогда как Трис/НС1 полностью удалить нельзя. На масс-спектрах, 

полученных при использовании Трис/НС1, фон в области меньших масс несколько выше, чем 

для масс-спектров, полученных с использованием бикарбоната аммония (Рис. 4).

В других сериях экспериментов перед нанесением на мишени AnchorChip мы очищали 

буфер-содержащие анализируемые растворы с помощью ZipTips (Millipore). Аналитический 

сигнал и степень удаления буфера были сравнимы с методом промывания и 

перекристаллизации на мишени для образцов, содержащих 50мМ бикарбоната аммония, но 

гораздо хуже -  для образцов с низкой концентрацией, содержащих 20мМ Трис/НС1. Для 

образцов с концентрацией ниже 500 амоль, содержащих Трис/НС1, не было 

зарегистрировано сигналов белков. Это указывает на то, что связывающе-элюирующая 

способность ZipTips зависит от вида используемого буфера.

Заключение.

Промывание и перекристаллизация на мишени;

- обеспечивает новые степени свободы в подготовке предструктурированного носителя 

образца, поскольку результаты анализа становятся независимыми от изначально 

приготовленных капель (состава буфера и растворителя).

- эффективно позволяет избавиться от буферов: бикарбонат аммония и Трис/НС1.

- обеспечивает выигрыш в чувствительности при подготовке анкеров.

- обеспечивает сравнимые (бикарбонат аммония) или лучшие результаты (Трис/НС1), 

чем ZipTips.

- гораздо дешевле, чем ZipTips.

- очень просты, поскольку состоят только из стадий пипетирования.

- полностью совместимы с автоматизацией.
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Автоматизированная пробоподготовка для генотипирования полиморфов ДНК 
методом масс-спектрометрии MALDI-TOF

Фирма Вгикег Daltonics предлагает технологию для низко-, средне- и 

высокопроизводительного генотипирования полиморфов ДНК. Рабочая станция 

МарИ/риге, часть предложенного программного оборудования, оптимизируема для 

автоматических магнитно-шариковых систем, в том числе очистительных систем для 

Д Н К депориге фирмы Вгикег Daltonics.

Mapll/pure -  это 8-канальная пипетирующая рабочая станция, основанная на сериях роботов 

Daltonics для автоматической пробоподготовки перед масс-спектрометрическим анализом. 

Mapll/pure создана для автоматической очистки и подготовки биологических образцов к 

анализу масс-спектрометрами MALDI-TOF серии flex. Длительные ручные процедуры 

заменяются автоматическим управлением всеми пипетирующими стадиями для постановки 

и очистки продуктов молекулярно-биологических реакций, а также нанесением образцов и 

матриц на пластины мишеней MALDI.

В качестве практического примера мы приводим автоматическое генотипирование SNP в 

человеческом гене, отвечающем за появление болезни Крейцфельда-Якоба.

Введение
Прионные болезни -  это заразные болезни нейродегенеративного типа, присущие многим 

млекопитающим, например, овцам, крупному рогатому скоту и людям [1]. В частности, бычий 

губчатый энцефалит (BSE) вызвал в свое время большое общественное беспокойство, 

поскольку мог стать угрозой для людей, потребляющих зараженное коровье мясо. Есть 

данные, показывающие, что прионы BSE могут вызывать заболевания у людей [2]. Хотя 

человеческие прионные болезни являются редким явлением, есть данные о том, что «новый 

вариант» болезни Крейцфельда-Якоба (vCID) является проявлением BSE в человеческом 

организме. В частности, число vCID пациентов в Соединенном Королевстве 

экспоненциально растет [3]. Учитывая, что данная болезнь может быть результатом 

инфицирования бычьими прионами, центральной проблемой сохранения общественного 

здоровья стала проблема изучения репликации прионов -  и того, как противодействовать 

им. Каковы взаимосвязи между болезнями крупного рогатого скота и людей, и как прионы 

попадают и повреждают центральную нервную систему?



Р и с. 1: Р а б о ч а я  с т а н ц и я  m a p ll/p u re ,

а )  о б щ и й  в и д  п л а т ф о р м ы ; Ь) м а гн и тн ы й  р е гу л я то р ; с ) а д а п т е р  н и зко го  о б ъ е м а ;  

d ) п о д го то в ка  м и ш е н и  M A L D I.

Известно, что у людей и 

мышей полиморфы гена 

прионного белка влияют на 

инкубационный период 

прионных заболеваний и на 

восприимчивость к ним [4]. 

Человеческие прионные 

болезни делят на три 

различные формы:

унаследованные, 

приобретенные и

случайные. Большинство 

заражений губчатым

энцефалитом происходит 

случайным образом.

Генетически ген прионного 

белка PRNP полиморфен по 

отношению к метионину и

валину на кодоне 129. Было показано, что гомозиготность метионина является 

значительным фактором риска случайного заражения CJD [5]. Кроме того, все больные с 

vCJD в данном клиническом исследовании были гомозиготны по метионину и умерли в 

молодом возрасте [4]. Это навело на мысль, что метиониновая гомозиготность может 

увеличивать подверженность заболеванию.

Недавно были опубликованы результаты процедуры, подходящей для широкомасштабного 

генотипирования SNP на кодоне 129 в PRNP гене человека и крупного рогатого скота, 

использующей метод “GOOD assay” времяпролетного масс-спектрометра reflex фирмы 

Bruker Daltonics [6]. “GOOD assay” -  это сложная процедура с превосходной способностью к 

высокопроизводительному SNP генотипированию [7, 8]. Однако для эффективной

постановки анализа довольно большого числа образцов в день (100-200) необходима другая, 

более простая стратегия. В данной работе мы предлагаем простой способ анализа для SNP 

генотипирования. Процесс включает обычные молекулярно-биологические реакции, 

автоматическую очистку образца с использованием системы очистки ДНК депориге™ фирмы 

Bruker Daltonics на новой платформе-роботе niapll/pure, с последующей автоматической 

подготовкой образца и измерением аллель-специфичных фрагментов с использованием 

масс-спектрометрии MALDI-TOF.
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На блок-схеме (Рис. 2) показан принцип 

полуавтоматизированной стратегии

генотипирования, использующей полностью 

автоматизированную систему очистки 

образца и автоматизацию стадий подготовки 

рабочей станцией-роботом тар11/8™ (Рис. 

1). На первой стадии стратегии в 

стандартных условиях на 96-ячеечной 

пластине проводится ПЦР-амплификация 

геномной ДНК. ПЦР реакции производили 

вручную на пластине-микротитраторе с 96 

other platforms ячейками в

M A L D I-T O F  M S

е

специальной комнате во избежание
Р и с . 2: С х е м а  п о л у а в т о м а т и ч е с к о го  п р о то к о л а

о...г, г, гп. .г, загрязнения. После температурного цикла
ге н о ти п и р о в а н и я  S N P . В с е  п о с т -П Ц Р  с т а д и и  п о д го то в ки

о б р а з ц о в  в ы п о л н я ю тс я  о д н о й  п л а т ф о р м о й -р о б о то м . ПЦР-реакционные смеси переносили на
Р у ч н ы е  о п е р а ц и и  н уж н ы  то л ь к о  д л я  п е р е н о с а  п л а с ти н  с  платформу-робот, И ОСТаточные
о б р а з ц а м и  в т е р м о ц и к л и з а т о р  и л и  в м а с с -с п е к т р о м е т р . нуклеотиды. праЙмеры, ферменты И С О Л И

автоматически удалялись, следуя протоколу системы genopure ds. Для сокращения времени 

анализа продукт ПЦР, иммобилизированный на поверхности магнитных шариков,

использовали непосредственно в 

той же трубке как основу для 

последующей аллель-

специфичной реакции удлинения 

праймера. Реакции удлинения

праймера автоматически

(anUuma) ' • a c g a c cc tt.

pr1m«r 

allele 1 

шШш2

;ggggccttggcggcteci 
1 ggggcc t  tggcggotaclddA 
I ggggccttggcggctaoGddT

5243.4 Da 

5S40.« Da 

N 60 .e  Da

Р и с. 3: С х е м а т и ч н о е  и з о б р а ж е н и е  р е а к ц и и  а л л е л ь -с п е ц и ф и ч н о го
осуществлялись роботом. Перед

у д л и н е н и я  п р а й м е р а  в с л у ч а е  ге н о ти п и р о в а н и я  SNP M 1 2 9 V  ге н а  PRNP.
О л и го н у к л е о ти д н ы й  п р а й м е р  п о л и м о р ф н о  у д л и н я е т с я  Д Н К -  нанесением С П О М О Щ Ь Ю  пипетатора 
п о л и м е р а з о й  и п р е д в а р и т е л ь н о  в ы б р ан н ы м и  dGTP, ddATP и ddlTP. при использовании
П р о д укты  а л л е л ь -с п е ц и ф и ч н о го  у д л и н е н и я  м о ж н о  о п р е д е л и т ь  м е т о д о м  низкообъемного адаптера
м а с с -с п е к т р о м е т р и и  MALDI-TOF в с о о т в е тс т в и и  с  их м о л е к у л я р н ы м и  рлатформы-робота (Рис. 1) СМесИ 
м а с с а м и .

наносили в 8-полосном формате. 

Для удлинения праймера пластину-микротитратор вручную переносили в систему 

термоциклирования и затем снова помещали в робот после завершения удлинения.



Продукты аллель-специфичной реакции удлинения праймера (Рис. 3) очищались 

автоматически магнитно-шариковой системой очистки ДНК genopure oligo.

Р и с. 4: М а с с -с п е к т р ы  пр и  а н а л и з е  9 6  о б р а з ц о в . П о к а з а н а  с е р и я  из 6  с п е к т р о в  д л я  п е р в о го  р я д а  M A L D I 

м и ш е н и . Д л я  к а ж д о го  ге н о т и п а  п р и в е д е н ы  ти п и ч н ы е  р е зу л ь та ты .

Для очистки и ПЦР фрагментов, и удлиненных праймеров использовали новый магнитно­

шариковый разделительный модуль рабочей станции-робота тар11/8 “̂ (Рис. 2). 

Разделительный модуль состоит из магнитного адаптера, регулятора пластины, который 

управляется ручкой, и усовершенствованного автоматизирующего программного

а)
. 1: 3 5 . 7 3 11 13 , 15 17 13 ?1 23
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Р и с. 5: А в т о м а т и ч е с к о е  р а с п о з н а в а н и е  а л л е л е й  п р о гр а м м о й  g e n o to o ls .

Р е зу л ь та ты  п о ка за н ы  в в и д е  3 8 4 -я ч е е ч н о й  м и кр о п л а с ти н ы , а )  н а д е ж н о с ть  по  о т н о ш е н и ю  к и н те н с и в н о с тя м  

пико в  и о т к л о н е н и й  м а с с  о т  т е о р е т и ч е с к и х  з н а ч е н и й  (з е л е н ы й  =  в ы с о ка я , ж е л т ы й  =  с р е д н я я , кр асн ы й  =  

н и зка я ). Ь) ген о ти п ы ; р а з л и ч н ы м и  ц в е т а м и  п р е д с т а в л е н ы  р а з л и ч н ы е  в а р и а н т ы  а л л е л е й .



обеспечения, контролирующего каждый процесс в протоколе и управляет полученными 

данными об образце.

После очистки продуктов аллель-специфичного удлинения праймера, матрица 3-НРА и 

образцы ДНК автоматически загружали на поверхность 384-ячеечной пластины MALD1 

мишени AnchorChip™ и вручную вносили в масс-спектрометр. Список образцов для 

автоматического измерения, содержащий данные о пробоподготовке и коды образцов ID, мог 

быть перенесен от рабочей станции к масс-спектрометру непосредственно по сети.

В результате масс-спектрометрического анализа были однозначно определены генотипы в 

образцах. Типичные результаты анализа серии из 96 индивидуальных образцов показаны на 

Рис. 4. Распознавание аллелей осуществлялось программным обеспечением genotools [9] 

для автоматизированного ДНК-анализа (Рис. 5). 88 (92%) образцов были проанализированы 

корректно с высокой надежностью, тогда как только для 8 образцов (8%) факторы 

надежности были средними, поскольку было несколько увеличено отклонение массы от 

теоретической, либо интенсивности пиков были заниженными. Однако генотипы всех 96 ДНК 

были корректно определены, что было подтверждено при проведении второго анализа такой 

же мишени с идентичными образцами. 39 (40%) индивидуальных ДНК были гомозиготны по 

метионину, 7 (7,3%) -  по валину и у 50 (52,1%) был обнаружен гетерозиготный генотип по 

всем проанализированным полиморфам.

Обсуждение
SNP -  это наиболее распространенная форма генетических полиморфов. Это, вместе с их 

потенциалом в качестве функциональных вариант, привело к возрастанию интереса к SNP 

как факторам риска сложных заболеваний, например, для использования их в качестве 

фармакокинетических индикаторов, и для применения в судебной медицине. 

Производительность SNP генотипирования в разных лабораториях может очень отличаться. 

Так, в вьюокопроизводительных лабораториях в день анализируется 1000-10000 образцов, а 

в большинстве аналитических лабораторий в настоящее время число анализов в день 

обычно не превосходит несколько сотен. Таким образом, необходимы гибкие концепции для 

автоматической пробоподготовки.

Мы показали, что при использовании рабочей станции-робота mapll/pure есть прекрасная 

возможность для проведения в среднем 96-192 пробоподготовок в день. Система проста в 

использовании в условиях стандартной лаборатории и очищает образцы в 96-ячеечных 

микропластинах без каких-либо ручных манипуляций. Используя данную систему, можно 

избежать многих типичных ошибок ручной пробоподготовки, что приведет к высокой 

воспроизводимости результатов и практически идентичным условиям анализа каждого 

образца. В данном исследовании робот mapll/pure использовали для генотипирования 

полиморфа в человеческом гене прионного белка PRNP. Все 96 образцов были успешно



проанализированы методом MALDI-TOF масс-спектрометрии, после чего определение 

генотипов проводили с использованием программы genotools. Автоматическое измерение и 

распознавание аллелей с высокой степенью надежностью были проведены в 90% образцов. 

Автоматизированные анализы характеризовались вьюокой производительностью и 

приводили к однозначному определению генетических вариаций. Статистическое 

распределение соответствует результатам недавно опубликованного клинического 

исследования [4], где ДНК-анализ проводили секвенированием Сэнгера. В 

противоположность той длительной и дорогой процедуре, с помощью простого масс- 

спектрометрического анализа, в сочетании с автоматизацией, можно бьютро получить 

эквивалентные вьюоконадежные результаты. При этом постановка анализа и 

пробоподготовка просты в исполнении, и процедура строго нацелена на анализ 

определенного интересующего нас SNP. Поскольку условия ПЦР для амплификации SNP, 

содержащих геномные области, строго определены, за один день можно проанализировать 

до 192 образцов, получить результаты и интерпретировать их.

В заключении мы показали, что MALDI-TOF масс-спектрометрия в сочетании с простыми 

средствами для автоматизации является прекрасным инструментом для лабораторий, 

занимающихся генотипированием. В зависимости от степени автоматизации MALD1-T0F 

прибора могут быть удовлетворены все требования для подходов к SNP генотипированию 

как для низкопроизводительных аналитических исследований (<192 образцов в день), так и 

для проведения широкомасштабных геномных скринингов с производительностью более 

10000 образцов в день.

Материалы и методы
Приготовление человеческих геномных ДНК

Геномные Д Н К  получали из крови, используя комплект QIAmp m ini k it (Qiagen, Германия) в 

соответствии с инструкциями производителя.

ПЦР

Геномные участки, содержащие полиморф, амплифицировали методом ПЦР. Все реакции 

удлинения праймера и ПЦР проводили в термоциклизаторе MJ РТС 225 Tetrad (MJ 

Research, США).

В качестве праймеров и для ПЦР, и для аллель-специфичного удлинения праймера 

использовали регулярные 2 ’-дезоксиолигонуклеотиды  ('МИ/G Biotech, Германия) и 

перечислены ниже в направлении от 5' к  3'. Праймерами для ПЦР-амплификации были: 

AG CAG TCATTATGG CG AACCTи GAAAGATGGTGAAAACAGGAAGA.

Термоциклирование проводили на 96-ячеечной микропластине (Biozym, Германия) при 

общем реакционном объеме 10 мкл. Д ля ПЦР совместно использовали 0,5 U полимеразы  

Tag DNA (Qiagen, Германия), 100 мкМ  dNTPs (Рготеда, Германия) и 2,5 пмоль каждого



праймера, а также 5 нг геномной ДНК. Реакции проводили в коммерческом реакционном 

буфере, содержащем раст вор Q (Qiagen, Германия) и 1.5 мМ  МдС1г (финальная 

концентрация). Условия проведения ПЦР: 2 мин при 94°С, зат ем 35 следующих циклов: 10 с 

при 94°С, 30 с при 58°, 30 с при 72°С, после чего следовало финальное удлинение -  2 мин 

при 72°С. Ампликон ПЦР был размером 801 Ьр.

Очистка продуктов ПЦР

Микропластину с 96 ячейками вручную переносили из термоциклизатора в магнитно­

шариковую рабочую станцию тарН/риге. Д ля очистки ПЦР продуктов использовали 

комплект для очистки Д Н К  депориге ds фирмы Daltonics на платорме-роботе. Для 

очистки образца 96 ПЦР фрагментов использовали параметры «по умолчанию». На одну 

ячейку (10 мкл ПЦР продукта) использовали 3 мкл магнитных шариков и 12 мкл 

связывающего буфера ds, чтобы связать двухцепочечные ДНК-фрагменты на 

поверхности шариков. ДНК, иммобилизованные на шариках, несколько раз промывали 50 

мкл эфирного промывочного буфера в соответствии с инструкциями производителя. 

После промывания шарики высушивали и использовали непосредственно в качестве 

темплатов для последующей реакции удлинения праймера.

Аллель-специфичная реакция удлинения праймера

Использовали 10 пмоль удлиняемого праймера, по 100 мкл dGTP (Рготеда, Германия), 

ddATP и ddTTP (Biolog, Германия) и 1,0 U Термосеквеназы (Amersham Phanriacia) в 

коммерческом реакционном буфере. Общий реакционный объем составлял 20 мкл. 

Реакционные смеси для удлинения праймера распределялись автоматически 8-игловым 

роботом из смеси, нанесенной на 8-ячеечных полосах. После распределения реагентов 

микропластину вручную переносили в термоциклизатор. Условия термоциклирования 

были следующими: 2 мин при 94°С, зат ем 30 следующих циклов: 10 с при 94°С, 30 с при 55° 

и 60 с при 72°С. Удлиняемый праймер: GGGGCCTTGGCGGCTAC.

Очистка продуктой аллель-специфичного удлинения праймера

М икропластину с 96 ячейками, опять же, переносили на платформу станции тарИ/риге. 

Для очистки одноцепочечных Д Н К  использовали комплект для очистки Д Н К  депориге оНдо 

фирмы Daltonics, контролируемый соответствующей программой. Д ля очистки 96 

образцов использовали параметры «по умолчанию». На одну ячейку (20 мкл образца) 

использовали 5 мкл магнитных шариков и 50 мкл связывающего буфера оНдо, чтобы 

связать одноцепочечные ДНК-фрагмент ы на поверхности шариков. ДНК, 

иммобилизованные на шариках, несколько раз промывали 50 мкл эфирного промывочного 

буфера в соответствии с инструкциями производителя. После высушивания шариков 

Д Н К  извлекали в 10 мкл элюирующего буфера.

Подготовка образцов для масс-спектрометрического анализа



3-Гидроксипиколиновую кислот у (3-НСА) концентрацией 10 мг/мл, содержащую 1 мг/мл 

гидроцитрата диаммония, использовали в качестве матрицы. Матричный раствор 

объемом 1 мкл наносили робот ом тарН/риге в предварительно выбранном 96-ячеечном 

формате на M ALDI мишень AnchorChip 400 фирмы Вгикег (диаметр анкера 400 мкм). 

Пятна матрицы оставляли при комнатной температуре до высушивания. На 

высушенную матрицу с  помощью 8-игольного пипетатора наносили 1 мкл элюированного 

продукта аллель-специфичной реакции удлинения праймера. После высушивания образцов 

приготовленную MALDI мишень вручную переносили во времяпролетный масс- 

спектрометр b iflex lll с ионным источником scoutMTP.

Автоматическое измерение, сбор данных и распознавание аллелей

Автоматические измерения контролировались программным комплектом для

автоматизации AutoXecute 4.0. Автоматическое распознавание аллелей производилось 

программным модулем genotools 1.0, работающим в среде программы по обработке 

данных xM ass 5.1.

Литература

[1 ] СоШпде J, Sidle KCL e t al. Nature 1996; (383): 685-690.

[2 ] Ironside JW. Arch Virol SuppI 2000; (16): 143-51.

[3 ]A guzz iA , Montrasio F, Kaeser PS. NatRevMol Cell Biol. 2001 Feb; 2(2): 118-26.

[4 ] Alperovitch A, Z e n - le t al. The Lancet 1999; 353(9165): 1673-1674.

[5 ] Palm er MS, Dryden A J e t al. Nature 1991; (352): 340-341.

[6 ] Sauer S, Lechner D et al. Nucleic Acids Res. 2000. 28: elOO.

[7] Sauer S, Lechner D et al. Nucleic Acids Res. 2000. 28: e13.

[8 ] Bruker Daltonics Application Note MT-56.

[9 ]P usch W, K ra u te rK e t al. Biotechniques 2001; (30): 210-215.

Томас Фрёлич, Дирк Питерс, Жаклин Биммлер, Стефани Гагнер, Томас Вензел, Маркус 

Кострзева

Вгикег Saxonia Analytic GmbH/ Bruker Daltonics GmbH



Пронумеровано и 

прошнуровано С лист(ов)а


