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Anotace

Bakalarska prace se zabyva hmotnostné spektrometrickymi metodami se
zaméfenim na hmotnostné spektrometrické zobrazovani MSI malych molekul.
V praci jsou obsazeny informace, tykajici se zakladnich ionizacnich technik a
hmotnostnich analyzatord, pouzivanych pfi hmotnostni spektrometrii. Ctvrta kapitola
této prace pojednava o MSI v analyze malych molekul a zahrnuje popis

instrumentace pfistupy pfi pfipravé vzorku a priklady aplikaci.



Annotation

Bachelor work is focused on mass spectrometric methods, with regard to
mass spectrometry imaging MSI of small molecules. This work contains information
about basic ionization techniques and mass analyzers used in mass spectrometry.
The fourth chapter of this work deals with MSI techniques, specialized in analysis of
small molecules and icludes instrumentation description, sample preparation

approaches and application examples.
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1. Uvod

Malé molekuly jsou definovany jako organické slou€eniny s nizkou
molekulovou hmotnosti (obvykle do 2 000 Da). Vysoce efektivnim kombinovanim
hmotnostni  spektrometrie a separaCnich technik, jako napf. kapalinova
chromatografie nebo elektroforéza, bylo jiZ identifikovano velké mnozstvi biomarkera,
pfitomnych v nejriznéjSich télesnych tekutinach, které souviseji s urCitym
patologickym stavem vySetfované tkané. LC — MS technologie mohou byt do jisté
miry vyuzity i k prostorovému mapovani a identifikaci sloucenin [1].

K vizualizaci molekul na povrchu vzorku vSak slouzi zejména technika
nazyvana hmotnostné spektrometrické zobrazovani. Zakladnim pfedpokladem pro
hmotnostné spektrometrické zobrazovani je desorpce analyzovanych molekul
z povrchu vzorku a jejich ionizace [2]. Za poslednich 15 let vedl znacny vyvoj této
techniky Kk jejimu vyuziti ve vyzkumu biologickych vzork(. Multi-modalni MS
zobrazovaci metody ucinily z hmotnostné spektrometrického zobrazovani MSI ucinny
nastroj pro prostorovou distribuci a identifikaci prvkd, léku, metabolitd, lipidu, peptidd
a proteinl v tkanich [1]. Hmotnostni spektrometrie se stala rutinni metodou analyzy

biomolekul, jejichz pfitomnost souvisi s riznymi onemocnénimi.



2. Zakladni principy ve hmotnostni spektrometrii

2.1. lonizaéni techniky

2.1.1. Elektronova ionizace EI (electron ionization)

v orgg

Jedna se o ,nejtvrdSi“ ionizacni techniku. Molekuly béhem této ionizace
absorbuji velky pfebytek energie, coz se projevi fragmentaci molekularniho iontu.
Technika El, ktera je pouzivana jiz od roku 1913, patfi mezi nejstarSi pouzivané
ionizacni metody. Podminkou pro zméreni El spekter je dostateCna tékavost analytu,
ponévadz k ionizaci dochazi v plynné fazi za vakua (tlak = 10° — 10 Pa) pfi teploté
150 - 400 °C. Tuto ionizacni techniku tudiZ nelze pouzit pro ionizaci termolabilnich a
netékavych slou€enin. Zdrojem elektront pro El je zhavena katoda (W nebo Re
vlakno). Tyto emitované elektrony jsou po prichodu iontovym zdrojem zachyceny na
anodé. Dojde-li k pfiblizeni emitovaného elektronu k valenénim elektronim molekuly,
muze nastat ovlivnéni jejich magnetickych poli, coz mize vést k uvolnéni valenéniho
elektronu a ke vzniku radikalkationtu M*".

Takto vzniklé ionty jsou odpuzovaci elektrodou vypuzeny z iontového zdroje,
fokusovany, a poté dalSimi elektrodami urychleny do hmotnostniho analyzatoru.
Zavedenim brzdiciho plynu, jako je napf. Argon, mUzeme ziskat i zaporné nabité
ionty molekul. Vzajemnymi srazkami s brzdicim plynem se sniZzi rychlost ionizujicich
elektrond, ¢imz se zvysi pravdépodobnost elektronového zachytu molekul. Je nutné

emitovat elektrony s nizsi energii [3].

2.1.2. Chemicka ionizace CI (chemical ionization)

Konstrukce tohoto iontového zdroje i princip ionizace molekul je naprosto
totozny s technikou El. Jedinym rozdilem je pfitomnost tzv. reakéniho plynu o tlaku
50 — 100 Pa v iontovém zdroji. Nejprve dochazi k ionizaci molekul reakéniho plynu,
ktery poté ion-molekularnimi reakcemi ionizuje molekuly analytu. V iontovém zdroji
dochazi k fadé konkurencnich reakci. Podle pouzitého reakéniho plynu dochazi
obvykle b&hem téchto reakci ke vzniku [M+H]" nebo [M-H] a dal$ich aduktd.
Nejb&znéji pouzivanymi reakénimi plyny jsou methan (dochazi ke vzniku [CHs]",
[C2Hs]" a [CsHs]" iontd), isobutan (Vznika ion [t-C4Hg]™) a amoniak (dava vznik iontim
[NH.]", [(NH3)2H]",[(NH3)3H]?). Ke vzniku iontd pfi Cl dochazi nékolika riznymi
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mechanismy, mezi néz patfi napf. protonace, které jsou nejCastéjsi, ale i abstrakce

hybridu, vymény naboje nebo kondenzace dvou molekul [3].

2.1.2.1. Chemicka ionizace za vzniku zapornych iontt

Pro tvorbu zapornych iontl technikou chemické ionizace se nejcastgji
pouzivaji tyto reakCni plyny: methan, isobutan (dava vznik [H] aniontu), amoniak
(tvofi ionty [NH2]" a [H]), CCls nebo jiné halogenderivaty (poskytuji ion [X]) a N,O
(vznikaji ionty [O]. a [NOJ]). Mezi nejbéznéjsi reakce vedouci ke vzniku zapornych

iont patfi napf. deprotonace, adice halogenidl nebo zachyt elektronu.

2.1.3. lonizace za atmosférického tlaku APl (Atmospheric pressure ionization)
Mezi ionizace pracujici za atmosférického
tlaku patfi tfi zakladni techniky ESI, APCI a APPI.

100,000 w

10,000

1000

Molecular Weight

2.1.3.1. lonizace elektrosprejem ESI

(Electrospray ionization)

Analyt, rozpustény ve vhodném eluentu, " -
. . o o Obr. ¢&.1: Vyuziti API ionizacnich
je nejprve privadén kovovou kapilarou, na kterou  technik v zavislosti na polarité a
. . vy . . T molekulové hmotnosti analytu
je vlozeno napéti o velikosti 3 — 5 kV. Vznikajici ¢
kapicky vzorku jsou rozpraseny na vystupu z kapilary pomoci zmlzujiciho plynu. Tyto
kapi€ky nesou na svém povrchu velké mnozstvi nabojl. Odparovanim rozpoustédla

dochazi v kapi¢kach ke zvySovani hustoty povrchového naboje, az pfi dosazeni

Desolvation

kritické hodnoty dojde k tzv. gas (o)
i i Atmospheric pressure Vacuum stages
Coulombické explozi. PH it e 0o® o
C | b k, | . |II|I [ -] ® ® 99 @
oulombické explozi °@® % %o o ., - o.
p wlwgrﬂr:gﬂ agueous 3 GQ e% [ ] ; 605%%9‘,3;9 _Ej_ﬂ '__?;;_ e
- “w ] . Gy © LI © T
probiha rozpad kapicek 1 @ Q) "o oo s TN ahas
/ “0eg® o
roztoku na jes$té mensi FDroplet ¢ ©
: ormaton rople
kapicky s rozdélenim D152k O

avodnich nabojl 4].
P J [ ] Obr. &.2: Mechanismus elektrosprejové ionizace
Opakovani tohoto procesu
vede k uvolnéni kvazimolekularnich iontd.

lonizace elektrosprejem vede ke vzniku vicenasobné nabitych iont(i [M+zH]**

a [M-zH]*. Pro jeden analyt se tim padem objevuje série pikud, jenZ odpovidaji iontim
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téZe latky o stejné molekulové hmotnosti M,, ale rozdilnym poctem naboju z. Tato
ionizaCni technika se pouZziva pro analyzu stfedné polarnich az iontovych slou€enin,
biopolymerl, nekovalentnich komplex(, organokovl i syntetickych polymer( spise

polarni charakteristiky.

Zakladni procesy elektrospreje
A. Zmlzeni roztoku vzorku na malé elektricky nabité kapi¢ky

Tvorba nabitych kapi¢ek zavisi pfedevSim na slozeni a prutoku eluentu,
koncentraci aditiv, prGméru i geometrickém uspofadani kapilary, vlastnostech
zmlzujiciho plynu (typ, prutok, teplota) a na vlastnostech samotného analytu
(koncentrace, struktura). Taktéz Ize pouzit i
nékolik rdznych zplsobl zmlzovani.
Muzeme sprejovat Cisty analyt, nebo
muzeme pouzit elektrosprej s pfidavnym
tokem kapaliny, a také elektrosprej
s pneumatickou podporou zmizeni.

Ze tfi moznych sprejovacich rezimu

je pro ESI pouZitelny pouze tzv. tryskajici

kuzel (cone-jet), jenz oproti zbyvajicim

Obr. ¢.3: Schéma tryskajiciho kuzele

dvéma rezimim (explodujici a pulzujici
Taylorav kuzel) poskytuje vyrazné vysSi signal a fadu dalSich vyhod. Rezim
sprejovani zavisi na pratoku, obsahu rozpoustédla a napéti, které je pfivedeno na

kovovou kapilaru.

B. Uvolnéni iontl z kapicek

K uvolnéni iontd dochazi jejich vyparenim z kapicek.

C. Transport iontl z atmosférické oblasti zdroje do vakua

lonty mohou prochazet z atmosférické oblasti do vakua otvorem v rovném
disku, otvorem v horni Casti kuzelu, ve spodni Casti kuzelu, ale také kovovou Ci
sklenénou kapilarou. Pfi vstupu do vakua dochazi k velkému ochlazeni iontll a ke

tvorbé klastrl. Pro potlaeni tvorby klastrovych iontd se vyuzivaji preventivni
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opatfeni jako napf. zavedeni protiproudu dusiku jako susiciho plynu nebo vyhfati

iontového zdroje na teplotu 250 °C.

Nanoelektrosprej

Analyt protékd nanoelektrosprejem v jednotkach az stovkach nanolitr za
minutu. Na rozdil od klasického elektrospreje se nepouziva zmlzujici plyn. Obvykle
se sprejuje pfimo proti vstupni kapilafe do analyzatoru ve vzdalenosti 1 — 2 mm.
Pouzivaji se specialni kovové Spicky kapilary, vytazené do velmi uzkého konce o
priméru 5 — 10 ym. Pouzitim nanospreje Ize dosahnout extrémni koncentracni
citlivosti analyzy, ponévadZ lze stanovit i pouhé stovky molekul (s pfesnosti na
attomoly az zeptomolly). Vzhledem k menSimu priiméru primarné vzniklych nabitych
kapicek potfebujeme mensi pocet cykld Coulombickych explozi a to je divodem,
pro¢ odpafovanim rozpoustédla dochazi k mensimu zkoncentrovani soli

v jednotlivych kapi¢kach, z ¢ehoz vyplyva vyssi tolerance vuci solim [3].

2.1.3.2. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI (atmospheric
pressure chemical ionization)

APCI funguje na podobném principu jako klasicka Cl pouze s tim rozdilem,
Ze ionizace probiha za atmosférického tlaku a za pratoku HPLC eluentu (0,1 — 1
ml/min). Na vybojovou elektrodu je vlozeno napéti o velikosti 3 — 4 kV, ¢imz vznika
koronovy vyboj, kterym se nejdfive ionizuji molekuly mobilni faze a nasledné se ion-
molekularni reakcemi ionizuji i molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou elektrodami
usmeérnény do analyzatoru. Také pouzivame dusik jako suSici plyn, slouZici k rozbiti
nekovalentnich klastru.

Jelikoz je pred ionizaci potfeba prevést molekuly analytu do plynné faze,
neni tato metoda vhodna pro analyzu iontovych a vysokomolekularnich slouéenin.
Tato ioniza¢ni metoda se vyuziva pfi analyze malo az stfedné polarnich slou¢enin do
M; asi 1000 az 1500 Da [3].

Mechanismy tvorby kladnych iontt

A. Primarni ionty vznikajici ze zmlzujiciho plynu

N, +e =N, +2e N,” +2N, > N," +N,

13



B. Reakéni ionty, vznikajici z mobilni faze a aditiv

Reakeni ionty vznikaji v mobilni fazi nékolika mechanismy: -vyménnou

naboje
N,”+H,0—>H,0" +2N, N,”+R—R" +2N,
-pfenosem
protonu
H,0" +H,0 - H,0" +OH: H,0" +R—[R+H] +H,0

-vznikem adukt(

H,O" +nH,0 — (nH,O)H "

C. Hlavni mechanismy ionizace analytu
lonizace molekul analytu ve vzorku probiha: -Pfenosem protonu — Molekula

M musi mit vétSi protonovou afinitu nez molekula rozpoustédla R
M+[R+H] > [M+H] +R
-Pfenosem naboje — lonizaCni
energie molekuly M musi byt niZSi nez ionizaCni energie molekuly R.
M+R" —>M"+R
-Tvorbou aduktu
M +kat" —[M +Kkat]

-Adici rozpoustédla

M+[R+H] ->[M+H] +R IM+H] +R—>[M+H+R]
-Tvorbou polymernich klastru

M+[M+H] >[2M +H] M +[M +Na]" —[2M + Na]"

[2M +H] +M > [BM + H]' [2M +Na]" +M —[3M + Na]’

Zakladni mechanismy tvorby zapornych iontt

A. Deprotonace analytu

M+[R-H] ->[M-H] +R

14



B. Zachyt elektronu

M+e  >M™

C. Vyména naboje

M+RT>M +R
D. Tvorba aduktu

M+X —>[M+X]

2.1.3.3. Fotoionizace za atmosférického tlaku APPI (Atmospheric pressure
photon ionization)

Pouzitim této ionizacni techniky dochazi kionizaci molekul analytu
pusobenim UV zafeni. Jako zdroj UV zafeni se pouziva kryptonova vybojka, z niz se
uvolnuji fotony o energii 10 eV. JelikoZ je tato energie vétSi nez ionizaCni energie
nepolarnich organickych molekul, ale mensi nez ionizani energie sloZzek mobilni
faze, dochazi k selektivni ionizaci analytu a nikoliv mobilni faze. Na rozdil od ESI a
APCI bézné vznikaji ionty s lichym poctem elektronu.

Béhem analyzy je vyhodné kvuli zvySeni citlivosti pouzit tzv. dopant, nebo-li
slouCeninu, ktera reaguje ion-molekularnimi reakcemi pouze s analytem (nikoliv
mobilni fazi). Jako dopant se vétSinou pouziva toluen nebo benzen. Tuto techniku lze
na rozdil od APCI pouzit i pro velmi nepolarni slou¢eniny. Mechanismy vzniku iontd
v APPI zavisi na fadé faktord, tykajicich se analytu, mobilni faze i dopantu. Mezi
nejCastéjsi faktory patfi velikost ionizaCni energie El, protonova a elektronova afinita
molekul [5].

Mechanismus vzniku iontu

Bez pfitomnosti dopantu.
M +ho(10eV ) —>M*

Je-li pfitomen dopant.

D +ho(10eV ) — D"

Mezi dva nejCastéjSi mechanismy pfenosu naboje z dopantu na molekulu

analytu patfi vyména naboje molekulami a pfenos protonu.
D"+M >M"+D
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D"+S—>[D-H]+[S+H] [S+H] +M > [M+H] +S
2.1.3.4. lonizace laserem za ucasti matrice MALDI (Matrix assisted laser
desorption ionization)

MALDI je spole¢cné sESI @ Laser
nejvhodnéjsi ionizacni technikou pro |
analyzu biologickych i syntetickych
polymer(. Vzorek se necha rozpustit a
smisit s vhodnou matrici. Po odpareni
rozpous$tédla je latka kokrystalizovana
v pevné matrici. Vzorek ozafime
kratkym laserovym pulsem, jenz je : -
absorbovan matrici. Pot¢ je e » : 8

absorbovana energie pfenesena e
=0

\
Analyte/Matrix

Mixture C_)

Obr. ¢.4: Princip MALDI ionizace

z matrice na molekuly vzorku, coz
vede K jejich ionizaci, desorpci a ion-
molekularnim interakcim. Jedna se o
pulzni ionizaCni metodu, proto se nejCastéji pouziva ve spojeni s hmotnostnim
analyzatorem TOF (Time of flight).

NejrozSifenéjsi je pouziti dusikovych UV laser(, které vysilaji 4 ns pulz
zareni o vinové délce 337 nm a Nd:YAG laserd (355 nm). Mezi nejCastéji
zaznamenané ionty patii [M+H]", [M+2H]**, [M+Na]", [M+K]*a [M-H] [3].

2.1.3.4.1. Slou€eniny slouzici jako matrice

Matrice slouzi jako rozpoustédlo analytu, takze jeho molekuly jsou
dostate¢né vzajemné separovany a jejich intermolekularni pusobeni je redukovano
na minimum. Sloucenina, slouZici jako matrice musi byt schopna vyrazné absorpce
v dané oblasti elektromagnetického spektra, ale nesmi byt pfiliS tékava. Matrice musi
se slou€eninami analytu tvofit co nejjemnéjsSi smésné krystaly.

Pfi pouziti UV laseru se jako matrice nejCastéji pouzivaji aromatické
karboxylové kyseliny jako je napf. kyselina dyhydroxybenzoova, chlorsalicylova,
skoficova atd., které absorbuji UV zafeni pfi vinové délce laseru. P¥i ionizaci IC
zareni lze pouzit jakoukoliv slou€eninu, ktera toto zareni vyrazné absorbuje. U

slou€enin, slouZicich jako matrice, je velice dulezita pfitomnost —OH skupin v jejich
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molekule [2]. Tyto —OH skupiny zajistuji ionizaci analytu a jsou-li v molekule matrice
nahrazeny za CH3CO skupiny, ztraci dana matrice svou funkci.

V nékterych pfipadech, jako napfiklad pfi analyze polyaromatickych
slouc€enin, vSak samotné molekuly analytu plni funkci matrice, ponévadz samy velmi
intenzivné absorbuji zafeni laseru pfi dané vinové délce. Pfi analyze takovychto
slouCenin tudiz neni potfeba pfidavat matrici. lonizacni technika, kdy analyzovana
slou€enina plni zaroven funkci matrice se oznacuje zkratkou LDI (Laser desorption

ionization) [3].

2.1.3.5. Desorpc¢ni ionizace elektrosprejem DESI (Desorption electrospray
ionization)

Pfi této ionizaCni metodé je
kapilarou v elektrospreji pfivadéno,
zmlZzovano a ionizovano pouze
rozpoustédlo. Vzorek je nutno
umistit pod vhodnym uhlem ke

sprejovaci kapilafe a vstupu do

hmotnostniho spektrometru.

lonizujeme-li technikou DESI, neni

Obr. ¢.5: Princip DESI ionizace

potfeba provadét zadnou upravu
vzorku. Muzeme naprosto bézné analyzovat napf. kus rostlinného pletiva (list a jiné
casti rostliny) nebo Zivocisné tkané (prst Clovéka, vyfezy nadorové tkané).

Princip ionizace a desorpce povrchu molekul pomoci DESI neni zcela
objasnén. Na zakladé pocitaovych simulaci se ale predpoklada, ze analyzovany
povrch je postupné zavlazen sprejovaci kapalinou, pfiCemz analyzované molekuly
jsou extrahovany z povrchu vzorku do kapaliny, desorbovany a ionizovany. lonty i
nabité mikrokapicky jsou poté z povrchu odprasovany, a nakonec transportovany do
hmotnostniho analyzatoru. Tato ionizacni technika se pouziva napfiklad pfi analyze
vybusnin, drog, sledovani biologickych markerd nebo k prostorovému zobrazeni

vybranych iontd (MS imaging viz. nize) [3,7,8,9].
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2.1.3.6. DalSi ambientni ioniza¢ni techniky
DAPCI (Desorption atmospheric pressure chemical ionization)

Tato technika se velice podoba klasickému APCI ionizacnimu zdroji. Hlavnim
rozdilem je, ze nedochazi ke zmlzovani analytu, nybrz Cistého rozpoustédla. Jako
zmlzovaci rozpoustédlo se nejCastéji pouziva methanol a jako zmlzujici plyn
vyuzivame napf. dusik nebo helium. Z par zmlzovaciho rozpoustédla jsou pomoci
koronarniho vyboje v blizkosti elektrody produkovany primarni ionty z nékolika malo
molekul tohoto rozpoustédla. Tyto ionizované pary jsou sméfovany na povrch vzorku
k sekundarni desorpci a ionizaci molekul analytu. K ionizaci molekul vzorku tudiz
dochazi reakci s primarnimi ionty rozpoustédla, vytvofenymi pasobenim elektrického
vyboje.

V zaznamu kladnych iontd se ¢asto objevuji ionty [M+H]", pfi¢emZ nepolarni
molekuly s ioniza¢ni energii nizSi nez je excitatni energie dusiku nebo hélia jsou
spiSe ionizovany v podobé radikal kationtl. Zaznamenavame-li zaporné nabité ionty,
pak dochazi nejCastéji ke tvorbé deprotonované molekuly nebo aduktt s pfitomnymi
anionty [4,8,10].

DAPPI (Desorption atmospheric pressure photon ionization)

Tato technika vyuziva k desorpci a ionizaci molekul z povrchu vzorku
ohraniCeného proudu aerosolu rozpoustédla, jenz bylo vytvofeno ve vyhfivaném
mikroCipovém zmilzovaci, a fotonl z kryptonové vybojky. Kionizaci dochazi
pravdépodobné kombinaci tepelného a chemického procesu, ponévadz intenzita
signalu roste s teplotou aerosolu. Jako sprejovaci rozpoustédla vyuzivame toluen,
aceton atd. Ulohu zmlZovaciho plynu nam opét zastupuje dusik. Molekuly
rozpoustédla jsou pfi pouziti této techniky ionizovany vyzarenymi fotony za tvorby
primarniho iontd. Nasledné dochazi k reakcim primarnich iontd s molekulami analytu
za vzniku sekundarnich iontd. DAPPI je vhodna k analyze stfedné polarnich i

nepolarnich molekul. Mezi nejéasté&ji pozorované ionty patfi M* a [M+H]" [4,8].

Pfima analyza v redlném €ase DART (Direct analysis in real time)

Podobné jako u DESI Ize pfi pouziti této ionizacni techniky analyzovat
plynné, kapalné a pevné vzorky bez jakékoliv upravy. Princip této ionizaCni techniky
spociva v procesu, kdy jsou molekuly reakéniho plynu (He nebo N;) excitovany
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vybojem za vzniku metastabilnich iontl a &astic, pfi€emz ionty jsou zachyceny na
elektrodé. S analytem tim padem reaguji pouze excitované castice reakéniho plynu
He* [3,8,9].

Mechanismus ionizace metodou DART
lonizace analyzované molekuly probiha mechanismem tzv. Penningovy

ionizace.

He*+M > M"™ + He+e"

Kromé& Penningovy ionizace dochazi jesSté k dalSim ion-molekularnim

interakcim za vzniku obvyklych iontl se sudym poctem elektronu.
H,O0+He*—>H,0" +He+e" H,0"+H,0—>H,0"+0OH

H, 0" +M —[M+H] +H,0

2.2. Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi k rozdéleni iontl podle jejich poméru m/z,

pfi¢emz kvalita rozdéleni iontd je vyjadiena jejich rozliSovaci schopnosti.

2.2.1. Magnetické analyzatory
2.2.1.1. Magneticky analyzator s jednoduchou fokusaci iontu

Pokud prochazi nabita Castice magnetickym polem, dochazi k zakfiveni
trajektorie jejiho pohybu. lonty, urychlené zapornym potencialem V, s nizSi hodnotou
m/z, zakfivuji trajektorii pohybu vice nez ionty s vy8Si hodnotou m/z, ponévadz na

tézsi ionty pusobi vétsi odstfediva sila. Pfi vstupu do magnetického pole vykazuji

. .. e : 1 5
ionty ur&itou hodnotu kinetické energie Ey: E, =2V = Emv

V magnetickém poli pusobi na ion také dostfediva sila Fqost. = B.z.v, ktera

. , 5 mv? mv
musi byt v rovnovaze s Fogst, = m.v/r: Bzv= - Bz = —
m 27V
2zV B?r?
V= ——>BZ:—m—> mlz=—-—
m r \
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V — urychlujici potencial, z — hodnota naboje dané &astice, m — hmotnost ¢astice, v — rychlost pohybu

urychleného iontu, B — magneticka indukce, r — polomér zakfiveni trajektorie

Upravou tohoto vztahu jsme ziskali zakladni rovnici pro magneticky
analyzator m/z = B?r?/2V. Polomér drahy iont(l tedy zavisi na magnetické indukci B,
urychlovacim potencialu V a poméru m/z. Ménime-li postupné magnetickou indukci B
(magnetické skenovani) nebo urychlovaci potencial V (potencialové skenovani), pfi
konstantnim poloméru r charakteristickym pro ur€ity pfistroj, projdou ionty vystupni

Stérbinou na detektor postupné a zaznamenaji se intenzity pro jednotlivé m/z.

2.2.1.2. Magneticky analyzator s dvoji fokusaci iontt

V tomto hmotnostnim analyzatoru dochazi kromé& magnetické jesté navic
k elektrostatické fokusaci iontl, ¢€imz dojde k vyraznému zvySeni rozliSovaci
schopnosti. Jestlize ionty s riznou kinetickou energii Ex a odliSnou m/z vstoupi do
elektrického pole, dojde k zakfiveni jejich drahy v zavislosti na velikosti Eg, nikoliv
vSak m/z. lonty, které vznikaji viontovém zdroji maji ur€itou distribuci energii, coz
pfispiva k Sifce jejich pika pfi detekci. Z toho vyplyva, Zze pro dosazeni vysSiho
rozliSeni musime jednotlivé ionty energeticky sjednotit, k Cemuz nam slouzi

hmotnostni analyzator.

Fyzikalni popis elektrostatické fokusace iontt

V elektrostatickém analyzatoru pro ionty plati, Ze dostfediva elektricka sila

2
, . - . mv
Faost. = .E je v rovnovaze s odstiedivou silou Fogst, = m.v?/r — ZE = e

z — hodnota naboje daného iontu, E — Intenzita elektrického pole, m — hmotnost ¢astice, v — rychlost

pohybujici se ¢astice, r — polomér zakfiveni trajektorie

Po vystupu ziontového zdroje a urychleni potencialem V vykazuji ionty

.. e . 2 , 21V
ur&itou hodnotu kinetické energie Ey: E, =2V = Emv — V' = o
2
mv 2zV 2V
r r E

Z rovnice, vyjadfujici vztah pro zakfiveni trajektorie pohybu iontu
v elektrostatickém poli, vyplyva, Ze fokusace iontu v elektrostatickém poli nezavisi na
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poméru m/z, nybrz pouze na jejich kinetické energii. Spojenim magnetické a
elektrostatické fokusace iontli Ize dosahnout zvySeni rozliSovaci schopnosti 0 30-100

tisic jednotek.

2.2.2. Kvadrupodlovy analyzator Q (quadrupole)

Kvadrupdlovy  analyzator se exiting
ions
{M1)

sklada ze Ctyf stejnych kovovych tyCi

kruhového prufezu o délce 20-30 cm. Na lon Beam //
dvé protilehlé tyée je viozeno kladné O) M’
Q

stejnosmé&rné napéti a na zbyvajici dvé Source uadrupole

{M1, M2, M3) Assembly
Injector Hole
zaporné stejnosmérné napéti, pricemz Obr. &.6: Mechanismus separace iont(i v
kvadrupdlu

na vSechny je superponovano
vysokofrekvenéni stfidavé napéti. Pro pary tyéi tedy plati vztah: - F, =+(U -V cos at)
- F =—-U -Vcosat)

F.,F. - potencial dvojice tyli, w — angularni frekvence, U — stejnosmérné napéti, V — amplituda

stridavého napéti.

lon zaCne potom, co je pfiveden do stfedu osy kvadrupolu oscilovat.
V urcitém ¢asovém okamziku jsou pro dany pomér U/V oscilace stabilni pouze ionty
se specifickou hodnotou m/z, které projdou kvadrupdlem a dostanou se k detektoru.
VSechny ostatni ionty zUstavaji zachyceny na ty€ich kvadrupolu, pficemz postupnou
zménou hodnot stejnosmérného napéti U i amplitudy stfidavého napéti V jsou
postupné na detektor pfipustény vSechny ionty. Kvadrupdl je velice jednoduchy a
pomérné levny hmotnostni analyzator, jenz se velmi rychle rozsifil u tzv. stolnich

hmotnostnich spektrometrl pro spojeni se separac¢nimi technikami [3,4].

2.2.2.1. Trojity kvadrupoélovy analyzator QqQ (Triple quadrupole)

Jedna se o tfi kvadrupodly fazeny za sebou, pfi¢emz prostfedni z nich g2
slouzi jako kolizni cela. Zavedeme-li do kvadrupdlu g2 kolizni plyn, zptusobime kolizni
aktivaci vybranych iontd kvadrupélovym analyzatorem Q1 s koliznim plynem a jejich

naslednou fragmentaci.
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2.2.3. lontova past IT (lon trap) spacer

rings E Un i\?f.‘rﬁit}f ol
lonty jsou do tohoto hmotnostniho BRISTOL
inlet
analyzatoru pfivadény pulzné. Nastavenim  focussing it
2ns
vhodného poméru mezi kruhovou
IONS f— trapped IONS
IN _}— ions out

a zbylé dvé elektrody jsou poté

zachyceny, a nasledné postupnou exit endcay
zménou téchto napéti vypuzovany na '
detektor podle jejich m/z. Akumulacni
Gasy pro zachyt iontt se pohybuii Obr. ¢.7: Schéma sférické iontové pasti

v rozmezi 0,01 — 200 ms, doba excitace a kolize okolo 20 — 60 ms.

V podstaté se jedna o trojrozmérny kvadrupdl. lontova past se sklada ze ftfi
elektrod, z nichz je jedna kruhova a zbylé dvé jsou vyklenuté do prostoru kruhu,
v némz se shromazduje oblak iontd. Je pouzivan tzv. tlumici plyn, nej¢astéji Helium
o nizkém tlaku (5.107° Pa), jenz tfenim brzdi pohyb iontli a napomaha jejich semknuti
do oblaku. Tlumici plyn tlumi oscilace v ose z, coz vede k vyraznému zlepSeni

rozliSovaci schopnosti i k zlepSeni zachytu iontu.

2.2.3.1. Vznik prostorového naboje u IT

Mnozstvi iontd davkovanych do iontové pasti musi byt peclivé regulovano,
ponévadz dojde-li k pfeplnéni pasti, mize v jejim okoli vzniknout tzv. prostorovy
naboj, jenz vede k horSimu rozliSeni a nizSi citlivosti. Prostorovy naboj totiz zpasobi
ovlivnéni harmonického pohybu iontl, nacez rezonance iontll kazdé hodnoty m/z

bude probihat pfes SirSi rozsah frekvenci, coz rozsifi pik.

2.2.3.2. Linearni iontova past

Ve své podstaté se jedna o

12 mm

kvadrupdl s pfidavnymi elektrodami

37 mm

’ v R, =4 mm
na obou koncich. Na tyCe Hypesbalioads 1Emm
kvadrupolu je vloZzeno stfidavé Yo *70mm

Y,=4mm Back
napéti, zatimco na jeho koncich je N S, ien
;v . v . vyr Section
umisténo stejnosmérné napéti. Tyto z Jrom T
Section

iontové pasti maji vyssSi rozliSeni a X
citlivost nezli sférické iontové pasti. Obr. ¢.8: Linearni iontové past
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2.2.4. Analyzator doby letu TOF (Time of flight)

Jedna se o typicky pulzni hmotnostni analyzator. lonty jsou nejprve na
vstupu do analyzatorové trubice velmi kratkym pulzem urychleny, naCez se presné
méfi doba, béhem niz se ionty dostanou k detektoru. lonty s mensi hodnotou m/z o
stejné kinetické energii se v oblasti bez pfitomnosti pusobeni pole pohybuji rychleji,
takze se k detektoru dostavaji v krat§im ¢asovém intervalu. Podle toho za jakou dobu
,2doleti“ ionty k detektoru Ize urCit hodnotu m/z. Skenovani je velice rychlé a
hmotnostni rozsah m/z neni teoreticky omezen.

Pfi ionizaci ziskaji ionty pfiblizné stejnou kinetickou energii Ex a jsou urychleny
| 1 1 ?

1, t
tencialem V: E, =—mv° =zV t=— “m—=zV m/z=2V —
potencialem =5 y oM 2

2.2.4.1. Moznosti zvyseni rozliSeni u TOF analyzatoru

Rozliseni linearniho TOF analyzatoru neni pfilis vysoké (1000 — 3000), proto
pouzivame nasledujici techniky, diky nimz muzeme dosahnout mnohem vysSi
rozliSovaci schopnosti (15 000 — 25 000).

Analyzator doby letu s reflektronem rTOF
lontové zrcadlo, nebo-li reflektron ma schopnost do urcité miry pohlicovat a
nasledné odrazet ionty. lonty

svétsi  kinetickou  energii ' Drift region —h

PCIS
pronikaji, jesté pred svym J L
i aw
v i - L
odrazem, hloubgji do || L}ﬁ*é; z Hl IW&—'{"’!L‘” 8
, . , i - °
odrazového elektrického pole ] i et \— _o—® .
= - c
. v, LIFT = |
reflektronu nez ionty s nizSi ' B
Target Reflector Reflector
kinetickou  energii. Tento  Ple Gatector

proces zpUsobi opozdéni iontu
S Vyéél' kinetickou energ” oproti Obr. £.9: Schéma analyzatoru doby letu s reflektronem

iontim s niz8i kinetickou energii, ¢imz dojde k vyrovnani jejich celkovych drah.
Hloubka pruniku iontu do elektrického pole reflektronu je umérna pouze jejich

hodnoté kinetické energie, nikoliv velikosti m/z [3,4].
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Opozdéna extrakce iontd (Delayed extraction)
Pfi pouziti této metody jsou ionty ze zdroje extrahovany s malym zpozdénim,

coz vede diky vzajemnym srazkam ke sjednoceni Ey.

Hybridni analyzator QqTOF
Jedna se o zafizeni, jenz je slozeno ze dvou kvadrupdll, spojenych s TOF
analyzatorem. Hybridni analyzator nam dava moznost vysokého rozliSeni i pfesného

uréeni hmoty diky TOF analyzatoru. Druhy kvadrupdl q slouzi jako kolizni cela.

2.2.6. Orbitrap

Jedna se nejnovéjSi typ hmotnostniho analyzatoru, byl popsan ruskym
fyzikem Makarovem v roce 2005. Frekvence iontd jsou uréeny pomoci Fourierovy
transformace. Pouzitim tohoto hmotnostniho analyzatoru lze dosahnout vysokeé
spravnosti ur€eni hmoty (méné nez 1
ppm) a vysokého rozliSeni (vice nez
240 000 jednotek).

Tento hmotnostni analyzator
vyuziva nehomogenni elektrostatické
pole, které vznikd mezi specialné
tvarovanymi  elektrodami (vnitini

vietenovita a vnéjSi soudkovita).

V tomto analyzatoru vstupuji ionty do

elektrostatického pole kolmo na

_ Obr. ¢.10: Schéma tfi zakladnich pohybi
elektrody, coz zpusobi, ze se tyto ionty iontt v orbitrapu

zacnou pohybovat po  slozitych

spiralovitych trajektoriich. Tento sloZity pohyb lze rozlozZit na tfi zakladni pohyby.
Prvnim pohybem, které ionty vykonavaji je kruhovity pohyb kolem centralni elektrody.
Druhym pohybem je pohyb iontu vpfed a vzad podél centralni elektrody. Poslednim
typem pohybu jsou odchylky od kruhového pohybu, zpusobené harmonickymi

oscilacemi iontu v elektrostatickém poli. Frekvence téchto harmonickych oscilaci totiz

(o . . . k
zavisi na poméru m/z analyzované slouceniny o = 7 [4,11].
m/z
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2.2.7. lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci FT-ICR
Uvnitf  tohoto hmotnostniho analyzatoru je potfeba udrzovat extrémni
podminky prostfedi, kdy se teplota blizi absolutni nule a vakuum odpovida hodnotam
tlaku 10 — 10° mbar. Cela tohoto hmotnostniho analyzatoru je umisténa pravé ve
vnitfnich prostorach homogenniho stacionarniho magnetického pole supravodivého
magnetu, jenz je chlazeny kapalnym dusikem nebo heliem. Pokud se iont dostane do
velice silného magnetického pole (asi 7 Tesla), zaCne se plUsobenim tohoto pole
pohybovat po @

cykloidalni

trajektorii

s cyklotronovou

frekvenci: w. =—.

c

Rychly sken (cca 1

Obr. ¢.11: FT - ICR analyzator

Ms)  pfes  velky

rozsah frekvenci zplUsobi simultanni excitaci v8ech iontd v cyklotronu
vysokofrekvenéni energii. K disociaci molekul mizeme vyuzit excitaci infratervenym
paprskem nebo zachytem elektronu. Jednotlivé analyty Ize urCit na zakladé toho, ze
kazda hodnota m/z ma charakteristickou cyklotronovou frekvenci. Fourierovou
transformaci poté z hodnot téchto cyklotronovych frekvenci ziskdme hmotnostni
spektrum. Velkou vyhodou FT — ICR je obrovské rozligeni (10°> — 10° rozli§ovacich
jednotek), vysoka pfesnost az na urovni sub ppm a vysoka citlivost. Nevyhodou FT —

ICR je vysoka cena a potfeba velice vyrazného vakua [4].

25



3. Charakteristika a rozdéleni lipidt

Lipidy jsou pfirodni latky Zivo&isného i rostlinného plvodu, které se vyskytu;ji
v kapalném i pevném skupenstvi. Pfestoze jsou jednotlivé lipidy funkéné i chemicky
velice odlisné slouceniny, jejich spole€nou charakteristickou vlastnosti je hydrofobni
charakter. Lipidy jsou energeticky velmi bohaté, proto v organismu C€asto slouZzi jako
zdroj a zasoba energie. Ruzné druhy lipidd vSak maiji i dalSi odlisné funkce. Jsou
soucasti plazmatickych membran bunék, maji ochranné a termoizolacni funkce, ale
slouzi také k rozpousténi nékterych biologicky vyznamnych latek. Cholesterol, jeden
z nejznaméjSich lipidu steroidni povahy, je pfevazné soucasti plazmatické membrany
bunék, zatimco triacylglyceroly, vyskytujici se ve formé tukovych kapének, pini spise
funkci zasobni [2].

Lipidy Ize podle jejich struktury zafadit do nékolika skupin. Nejzakladné&jsi
jsou tzv. jednoduché lipidy. Do této skupiny patfi tuky a oleje, které se skladaji
z estert glycerolu a vyS$Sich mastnych kyselin (napf. kyseliny olejové, linolové a
palmitové). Dale do této skupiny lipidl patfi také tzv. vosky, coz jsou estery vysSich
alifatickych kyselin (nejCastéji laurové, myristové a palmitové) s primarnimi nebo
sekundarnimi alifatickymi alkoholy.

Mezi slozené lipidy patfi napf. fosfolipidy, které jsou zakladni stavebni
jednotkou plazmatickych membran. Fosfolipidy jsou tvofeny polarni ,hlavickou®, ktera
se sklada z esteru kyseliny fosforeCné a cholinu, ale i nepolarnimi konci, jenz tvofi
estery glycerolu nebo sfingosinu s vy§Simi mastnymi kyselinami. Fosfolipidy, jenz
maji ve své molekule navazan cholin se nazyvaji fosfatidylcholiny. Lipidy, obsahuijici
dlouhy fetézec s bazickou skupinou a jejichz zakladem je ceramid (slouCenina
obsahujici alkohol sfingosin), se nazyvaji sfingolipidy. Sfingolipidy Ize podle dalSi
slou€eniny navazané na ceramid rozdélit na sfingomyeliny (obsahuiji fosforylcholin) a
sfingoglykolipidy (obsahuji molekuly sacharidu). Podle sacharidu navazaného na
sfingoglykolipid mizeme dale rozliSovat tyto latky na cerebrosidy, jenz navic obsahuiji
molekulu glukézy ¢&i galaktézy, nebo sulfamidy (cerebrosidy obsahujici zbytek
kyseliny sirové). Tyto lipidy se také mohou vyskytovat ve fosforylované podobé nebo
s navazanou molekulou aminokyseliny (fosfatidilinositoly, fosfatidilseriny) [2,12].
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4. Hmotnostné spektrometrické zobrazovani malych molekul

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani MSI (Mass spectrometry imaging)
je vizualizacni technika, slouzici k zobrazeni molekul na povrchu biologického
materialu. PlUvodné bylo hmotnostné spektrometrické zobrazovani pouzivano pfi
analyze anorganickych povrchu, ale i v materialovém vyzkumu. Teprve béhem
poslednich patnacti let umoznil technologicky vyvoj pouziti MSI ve zdravotnickém
vyzkumu k analyze povrchu tkani a dalSich biologickych materiall [2].

Zakladni podminkou pro vizualizaci prostfednictvim MSI je desorpce
analyzovanych iontl z povrchu vzorku. Teoreticky Ize touto technikou zobrazovat
jakékoliv slouc€eniny, které je mozné z povrchu vzorku desorbovat a prevest do
plynné faze. MSI technologie vyuziva pfevazné ionizacni techniky DESI, MALDI a
SIMS (Secondary ion mass spectrometry). Pro hmotnostné spektrometrické
zobrazovani malych molekul Ize e P 1
obecné pouzit jakykoliv typ ’!3‘ I
hmotnostniho analyzatoru, ‘
nejCastéji se vSak pouzivaji m/2794.4 PE(40:4)
analyzatory na principu doby
letu. MSI kombinuje molekulovou
analyzu povrchu vzorku
S prostorovym vyobrazenim m/2888.8 ST(24:1)
takovym zplsobem, Zze kazdy
pixel ve hmotnostné
spektrometrickém  zobrazovani

p‘fedstavuje patﬁéné hmotnostni m/z281.4 (18:1) m/z303.4 (20:4) m/z327.4 (22:6)

spektrum obsahujici ionty 0 101 202
pfitomnych  slouCenin.  Takto
ziskany obraz je vicerozmérovy,
avSak vhodné softwarové o\ 8 iy

OB \
White matter

vybaveni nam umozni zobrazit Gray matter

2D distribuci kazdé hodnoty m/z
y Obr.¢.12: Zobrazeni distribuce jednotlivych lipidd a

hmotnostniho spektra  mastnych kyselin pfi analyze krysi michy prostrednictvim
_ MALDI-MSI. [2]
v pfislusném vzorku. Takto je
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mozné ziskat molekulové zobrazeni jednotlivych latek a stejné tak jejich rozloZeni na
povrchu vzorku. Zobrazeni, znazorfujici distribuci jednotlivych iontl ve studovaném
fezu, je znazornéno Cernobilou nebo barevnou stupnici, kde intenzita barvy vyjadfuje
kvantitativni zastoupeni daného iontu na povrchu analyzované oblasti [2,13,14].

Prvni ioniza€ni technikou, jenz byla pouzivana pfi zobrazovani molekul
prostfednictvim MSI, byla v Sedesatych letech minulého stoleti metoda SIMS [1].
Roku 1997 byla pfi histochemickém vySetfeni nadorovych proteint poprvé pouZita
také nasSla své uplatnéni pfi MSI zobrazovani, je metoda DESI, ktera byla vyvinuta
teprve v roce 2004 [2].

Hmotnostné spektrometrické zobrazovani molekul MSI Ize provadét dvémi
odliSnymi metodami, které se od sebe I[iSi pfevazné zpusobem ziskavani
prostorovych informaci. Prvni metodou je mikrosondovani (microprobe mode nebo
také scanning probe) a druhou metodou je tzv. metoda mikroskopicka (microscope

mode).

4.1. Metoda mikrosondovani (Microprobe ,,.Scanning probe“ mode)

VétSina hmotnostnich spektrometrd operuje vtomto moédu, protoze je
technicky jednodussi. PFi této metodé se ionizaénim paprskem oznacuji urcité velmi
malé oblasti na povrchu vzorku, nacez jsou molekuly od sebe separovany dle jejich
m/z a zaznamenany na detektoru. Hmotnostni spektrum je uloZzeno a terCik
se vzorkem, nebo samotny zdroj laserového paprsku, je posunut tak, aby mohla byt
ionizaCnim impulsem oznacena dalSi lokalizovana oblast, coz vede opét k uvolnéni
iontd, pfitomnych v dané oblasti fezu, jejichz hmotnostni spektrum je opét ulozeno. A
tento proces se neustale opakuje, dokud nejsou zméreny vSechny oblasti povrchu
vzorku, ktery potfebujeme zanalyzovat (ROl — Region of interest). Hmotnostné
spektrometrické vyobrazeni je poté prostfednictvim specialniho softwaru
zrekonstruovano ze vSech zmérfenych spekter, kdy kazdé ztéchto spekter
predstavuje jednotlivy pixel tohoto zobrazeni.

Vyhodou této metody je, Ze je snadno aplikovatelna, dale je kompatibilni se
vSemi typy hmotnostnich analyzatorl a pouzitelna pro vSechny desorpcni ionizaéni
techniky. Nevyhodou je, Ze jakakoliv prostorova informace z vnitini ¢asti lokalizované

oblasti ionizace je ztracena. 2D rozliSeni je tim padem omezovano Sifkou primarniho
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ionizaCniho paprsku (laserového paprsku). U komeréné dodavanych zafizeni lze
nastavit Sifku ionizaéniho paprsku okolo 10 um. Pfi provadéni experimentd s témito
zafizenimi se v8ak z ¢asovych duvodu vétSinou pracuje se Sitkou mezi 50 — 250 ym.
Specialni konfokalni typy objektivi dokazi snizit Siftku paprsku dokonce az do
velikosti 1 ym, ovSem u téchto technologii se stale spekuluje o tom, zda-li je pouziti
ioniza¢niho paprsku o tak malém priméru vibec vhodné pro intaktni analyzu tkané.
Pocatecni experimenty poukazovali na to, Zze pouZzitim téchto uzkych paprskl je
mozné pofizovat zobrazeni malych molekul s pomérné vysokym rozlisenim [2,13].
Alternativnim zpusobem, jak zvysit prostoroveé rozliSeni pfi konve¢nim pouziti
MALDI-TOF zafizeni je tzv. metoda oversampling, ktera byla uvefejnéna
Sweedlerovou vyzkumnou skupinou [15]. Pfi této metodé je laserovy paprsek
posouvan o mensi vzdalenost, nez je jeho samotny primér. Poté, co byl vzorek
poprvé oznacen ionizatnim paprskem, ziskavame vlastné s kazdou dalSi ionizaci
nové informace z mnohem mensi oblasti. Vysledkem tohoto jevu je, Ze ziskavame
mnohem vySSi prostorove rozliSeni. Nevyhodami této metody je pouze omezené

vyuziti pfi MS/MS tandemové hmotnostni spektrometrii a Uplna spotifeba vzorku.

4.2. Metoda mikroskopicka (Microscope mode)

Detektory, vyuzivané pfi mikroskopické metodé, musi byt schopné
zaznamenat nejen informaci o intenzité a hodnoté m/z analyzovaného iontu, ale také
prostorovou informaci, jenz zobrazuje umisténi v osach x, y iontu, narazejiciho na
tento detektor. Hmotnostné spektrometrické vyobrazeni vySetfovaného fezu se pfi
pouziti mikroskopické metody projevuje jako sada obrazkul, pficemz kazdy z téchto
obrazkd nam udava, v jakém mnozstvi a v kterych oblastech studovaného fezu je
analyzovany ion o specifické hodnoté m/z pfitomen. Vyhodou této metody je
podstatné vyS8Si prostorové rozliSeni, které neni omezeno fokusaci primarniho
ionizaCniho paprsku. Nevyhodou této metody je potfeba velmi drahé specialni
iontové optiky a detektoru, jenz je dostatecné citlivy k tomu, aby byl schopen
zpracovavat i prostorovou informaci, tykajici se analyzovanych ionta [1,2,13,15].

Tato metoda je dale pouzitelna pouze v kombinaci s TOF nebo magnetickym
sektorovym analyzatorem [2]. Pfi mikroskopické metodé navic nelze pouzit ambientni

desorpéni ionizaéni techniky (napf. DESI), ponévadz u téchto technik musi ionty
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nejprve projit tzv. pfitokem atmosférického tlaku (APl — Atmospheric pressure inlet),

kde dojde k jejich smichani a tim i ke ztraté prostorové informace [2].

m/z, Filter
(» m/z, Filter
Detector \ T / gotsm?n Sensitive
etector
= a®
Mass » ;
Analysis * Mass Analysis
4 ——— Retaining Spatial
® Distribution
Focused Beam .
Irradiation ¥, 3 >
.
2 / Large Beam
e Irradiation
MICROPROBE MODE MICROSCOPE MODE

Obr.¢. 13: Schéma metody mikrosondovani a mikroskopické

4.3. Rozliseni pri MSI

Pod timto pojmem si v MSI mizeme predstavit tfi rdzné typy rozliSeni. Za
prvé muzeme mluvit o schopnosti rozliSit dva piky o podobné hodnoté m/z ve
hmotnostnim spektru. Toto rozliSeni je ovlivnéno rozliSovaci schopnosti
hmotnostniho analyzatoru a jeho hodnota je pfi pouziti MSI zobrazovani nesmirné
dulezita. Druhym typem rozliSeni je tzv. 2D povrchové rozliSeni, které odpovida
velikosti analyzovaného pixelu na povrchu vzorku. SIMS je jedind MSI ionizacni
technika, pfi niz 1ze dosahnout velikosti pixelu mensi nez 1 ym. Obzvlast vysokého
2D rozliseni muze byt dosazeno pfi pouziti mikroskopického médu. Pouzivame-li
MALDI ionizacni techniku, je 2D rozliSeni ovlivnéno zaostfenim laserového paprsku,

pricemz velikost pixelu se obvykle pohybuje mezi 1 — 100 um [2,6].
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Poslednim a nejméné pouzivanym typem rozliSeni je rozliSeni, tykajici se
zobrazeni ve tretim rozméru. Jelikoz MSI nelze za normalnich podminek provadét ve
3D (Vyjimkou jsou nékteré studie, tykajici se dynamické SIMS technologie.), je
proces ziskavani 3D vyobrazeni zalozen na prestavbé nékolika po sobé
nasledujicich ,platkd“ vzorku, které byly ofiznuty a jednotlivé vyobrazeny ve 2D

zobrazeni. 3D zobrazeni je tedy zavislé na tloustce tohoto platku.

4.4. MSI lonizaé€ni techniky
4.4.1. SIMS-MSI (Secondary ion mass spectrometry)

Tato technologie ma velmi dlouhou historii a dodnes se pouziva v mnoha
védeckych i technologickych disciplinach. Pfi této metodé dochazi k narazu svazku
primarnich iontd o energii 1 — 30 keV s povrchem analyzovaného vzorku, coz vede
k ionizaci povrchovych molekul a nasledné tvorbé tzv. sekundarnich ionta.,
pronikajicich do hmotnostniho analyzatoru.

SIMS technologie se dle intenzity primarnich iontd déli do dvou kategorii.
Prvni z nich je tzv. staticka SIMS, pfi niz se pouziva primarnich iontd s nizsi
intenzitou (< 10™ iontli/cm?). Tato technika je nedestruktivni a zptisobuje minimalni
poSkozeni vzorku. Naopak pfi dynamické SIMS technologii se vyuziva velmi
intenzivnich paprskil primarnich iontd (>10%° iontli/cm?), které mohou vést
k povrchovému rozprasovani i poSkozeni vzorku, ale také umoznuji profilovani
vzorku do hloubky od nékolika nanometrd az po nékolik set mikrometri. Obé
techniky, jak staticka tak i dynamicka SIMS, mohou byt vyuzity pfi MSI zobrazovani,
avsak staticka SIMS poskytuje kvalitnéjsi prostorové rozliseni [1,2,13,16].

lonizaéni technologie SIMS je v analyze aplikovana jiz od druhé poloviny
minulého stoleti a slouzila pfevazné k analyze povrchu anorganickych materiall [2].
S pouzitim klasické SIMS Ize tedy ve hmotnostnim spektru zaznamenat veliiny m/z
analyzovanych molekul pouze do hodnoty 1000, coZ neni zrovna pro analyzu
biologickych vzorku uplné vhodné. Z tohoto divodu bylo od roku 1997 pracovano na
novych alternativach SIMS, s jejimz pouzitim by bylo mozné analyzovat i molekuly o
m/z vySSim nez 1000. Mezi technologiemi, umoznujicich analyzu molekul s vySSimi
hodnotami m/z, mohou byt zminény napf. ME-SIMS (Matrix enhanced secondary
ionization mass spectrometry) a Met—-SIMS (Metal assisted secondary ionization

mass spectrometry)[1].
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Vyhodou ME-SIMS je, Ze opotfebovava povrch analyzovaného materialu
méneé nez laserové desorpéni ionizacni techniky (napf. MALDI). To je také divodem
toho, proc€ Ize tutéz tkan po pouziti ME—SIMS znovu zobrazit prostfednictvim MALDI
ionizacni techniky. Nasledujici znovu zobrazovani stejného vzorku tkané
prostfednictvim ME-SIMS a MALDI je zakladem tzv. multi-modalniho hmotnostné
spektrometrického zobrazovaciho protokolu (multi-modal mass spectrometry
imaging protocol), ktery byl vyvinut roku 2010 v AMOLF institutu. Tato metoda je
relativné draha a Casové naro€na, ale umozniuje nam ziskavat opravdu obrovskeé
mnozstvi informaci ohledné sloZeni molekul na analyzovaném povrchu [1].

Napfiklad prostfednictvim ME-SIMS vyobrazeni s elektrosprejovanim 2,5-
dyhydroxybenzoovou kyselinou je mozné pfi analyze neuroblastom( zobrazit pfesné
slozeni sfingomyelinu a fosfatidilcholinu na bunécné urovni [2]. DalSim pfikladem
vyuziti této technologie je napfiklad vizualizace mitotického vieténka z lidskych
glioblastickych nadorovych bunék prostfednictvim SIMS—MSI [2]. SIMS technologie
je také velmi dobfe vyuzitelna pfi analyze anorganickych iontd, napf. pfi vySetfovani

zmén koncentrace Ca®", Mg?*, K* a Na* ionttl v pribéhu ischémie tkani [2].

4.4.1.1. Povrchova uprava vzorku pro Met-SIMS a ME-SIMS imaging

Pfi Met—SIMS analyze je na povrch vzorku nanesena velmi tenka vrstva kovu
(napf. zlata) o Sifce 1 — 5 nm. Tato kovova vrstva mlze byt na povrch vzorku snadno
a opakované aplikovana prostrfednictvim tzv. plazmovych nastfikovacl (plasma
sputter coaters). ME—SIMS technika vyuZiva pfi ionizaci organickou MALDI matrici,
ktera se nanasi na povrch vzorku. Pouzitim ME-SIMS technologie Ize analyzovat i
slou€eniny, jejichz pomér m/z dosahuje hodnot kolem 2000 jednotek. Nanaseni
matrice je pfi této metodé velice dulezitym pfipravhym ukonem, ponévadz velikost
krystalu matrice ma velky vliv na prostorové rozliSeni [1]. Nanaseni matrice na povrch

vzorku Ize pfi ME-SIMS provadét stejnymi zpasoby jako u MALDI techniky viz. nize.

4.4.2. MALDI-MSI (Matrix assisted laser desorption ionization)

Prvni mékké ionizacni techniky za pouziti laseru LDI byly uvedeny v 80.
letech minulého stoleti [2]. Analyzovana sloucenina je pfi pouziti MALDI technologie
smichana s matrici (obvykle aromatickou kyselinou), jenz absorbuje energii

primarniho UV laseru a ionizuje molekuly analytu. Jelikoz se jedna o pulzni ionizaCni
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metodu, pouzivame pfi MALDI-MSI vétSinou TOF analyzatory, at uz v zakladnim
TOF provedeni nebo v tandemovém usporfadani napf. TOF/TOF nebo QqTOF. Lze
vSak pouzit i Orbitrap nebo FT-ICR hmotnostni analyzator, ponévadz tyto
analyzatory vykazuji velmi dobré hmotnostni rozliSeni a umoznuji méfeni s vysokou
spravnosti hodnot m/z [6,15].

MALDI-MSI se vétSinou vyuziva ke studiu uzkych tkanovych fezu
s prufezem mensim nez 15 uym. Postranni (lateralni) rozliSeni pfi tomto zobrazovani
se pohybuje okolo 25 — 100 ym a zavisi na Sifce pouzitého laserového paprsku.
Jednou zvariant této technologie je AP—-MALDI (Atmospheric pressure matrix
assisted laser desorption ionization). AP—MALDI je jemné;jSi ionizaCni metodou nez
klasicka MALDI a ionizované molekuly pfi této metodé méné podléhaji fragmentaci.

Oproti vakuovému MALDI vykazuje hoSi citlivost[2,6].

4.4.2.1. Priprava vzorkt pro MALDI zobrazovani

Pfiprava vzorku je pro MALDI-MSI kli€¢ovou operaci, pficemz vsechny kroky
tohoto déje musi byt provedeny velmi peclivé, aby nedoSlo k poruseni tkanove
integrity. Postup pfipravy vzorku pro MALDI-MSI zahrnuje nékolik po sobé
nasledujicich operaci, mezi néz patfi ziskani i skladovani tkané, provadéni fezd,
prevedeni vzorku na MALDI desticku a naneseni vhodné matrice.

Vzorek obvykle ziskavame vyfiznutim zkoumané tkané nebo biopticky. Po
vyjmuti je vzorek tkané okamzité zabalen do hlinikové fdlie a prudce ochlazen
ponofenim do kapalného dusiku po dobu 30 — 60 sekund. Béhem tohoto procesu je
zapotfebi co nejvice minimalizovat pfimy kontakt tkané s kapalnym dusikem,
abychom zabranili pfipadnému poskozeni tkané, Ci rozlozeni nebo rozpusténi
nékterych analytu.

Po zmraZeni v kapalném dusiku jsou tkané uskladnény v mrazicim boxu pfi
teploté —80 °C. Uvadi se, Zze po jednom roce skladovani vzorkl v mrazicim boxu
zaCina dochazet k prvnimu rozkladu proteind a peptidd. Vzorky, které byly
uskladnény v roztoku formaldehydu (formalin) mohou byt také pouzity pro analyzu
proteinU, av§ak nikoliv pro analyzu lipidu, ponévadz po formalinové fixaci je tkan
inkubovana pfi zvySenych koncentracich alkoholl a xylenu ve smési [1,2,6,13,15].

MSI umoziiuje pouze analyzu plochych vzorkd. Tkané jsou proto nafezany

b

kryomikrotomem na 10 — 20 ym platky, s jehoz pouzitim Ize buriky ,krajet oteviené® a
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tim padem zobrazovat jejich intracelularni slozeni. DalSim parametrem, ktery ma vliv
nejen na presné krajeni platka tkané, ale i na ziskavani neposkozenych platka je
teplota kryomikrotomu. Zakladnim pravidlem je, ze tu¢né tkané vyzaduji nizsi teploty
nezli tkané s vySSim obsahem vody, kazda tkan je vSak jedineCna a potiebuje trochu
jiny pfistup [2].

Pfenos tkané na MALDI destiCku mize byt proveden nékolika riznymi
zpusoby. Obvyklym zpusobem se vyuziva pfilnuti platkd tkané k vodivému
mikroskopickému skli¢ku, pokrytému vrstvou oxidd India a cinu (ITO Indium — tin
oxide), jenz zajistuji jeho vodivost. Jiny zplsob vyuziva sklenénych kuliek,
zapusténych v parafilmu k napnuti rozprostfeného platku tkané, coz vede ke zvyseni
prostorového rozliSeni pfi MSI i k intenzivnéjsi extrakci analytu z povrchu vzorku [1].

Pfed samotnou aplikaci matrice musi byt nékdy vzorky vystaveny dalSim
Upravam, jako je napf. promyvani nebo enzymaticky rozklad. Pfi analyze proteinu je
nutné zbavit se lipidd pouzitim vyrazné nepolarnich rozpoustédel, ponévadz
pritomnost lipidl snizuje potlaCovanim tvorby jinych iontl intenzitu proteinovych
signalu. Organické soli vymyvame ze vzorku polarnimi rozpoustédly. Lipidy a dalSi
malé molekuly jsou analyzovany pfimo z tkané bez nutnosti jakékoliv dalSi upravy
[15].

Jako matrice pfi MALDI — MSI se vyuzivaji organické kyseliny rozpusténé ve
vhodnych organickych rozpoustédlech, vodé pfipadné jejich smési, pficemz je roztok
matrice rovhomeérné nanesen na povrch vzorku. Zpusobu, jakymi Ize nanaset matrici
na povrch vzorku, bylo vyvinuto opravdu mnoho (viz nize). Smés matrice musi byt
schopna nejen oddélit molekuly analytu od povrchu tkané, ale musi s analytem i
uspésné  kokrystalizovat, aniz by doslo k naruSeni prostorového usporadani
molekul. Tato smés nesmi reagovat s analyty a méla by vykazovat pouze nizké
sublimacni schopnosti [1,2].

Matrice je obvykle nanaSena v cyklech s opakovanym zvlhéovanim a
vysousenim, pfiemz je velmi dulezité, aby nedoSlo k pfevihéeni vzorku. Vrstva
matrice musi byt nanesena takovym zplUsobem, aby byla na povrchu vzorku co
nejvice homogenni. Jinak by totiz na povrchu vzorku mohlo dochazet k lokalnim
odchylkam v ionizaci a desorpci. Ruzné vlivy prostfedi, jako napf. vihkost nebo
pritomnost kysliku, mohou béhem nanaseni matrice také vést ke sniZeni interakce

mezi analytem a matrici [2].
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V MALDI-MSI se pouziva nékolik riznych matrici. Mezi nejpouzivanéjsi patfi
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA), 2,6-dihydroxyacetofenon (DHA) a
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB). Vybér matrice zalezi na vlastnostech
analytu. CHCA se vétSinou pouziva pro analyzu vysokomolekularnich sloucenin jako
jsou napfiklad proteiny, zatimco DHB pro analyzu nizkomolekularnich sloucenin,
napf. lipidd. Velikost matricovych krystald velmi vyrazné ovliviiuje prostorové
uspofadani molekul a je dulezité optimalizovat tento parametr béhem nanaseni
matrice [2,15].

4.4.2.2. Metody nanaseni matrice pro MALDI imaging
Metoda susené kapky (Dried — droplet method)

Roztok matrice je na povrch vzorku aplikovan manualné pouzitim pipety.
Tato metoda je rychla a jednoducha, skvéle se hodi k profilovani vzorku, ale neni
moc vhodna za ucelem zobrazovani. Rozptylem kapicek totiz muze dochazet k

nerovnomérnému rozptyleni matricovych krystald.

Vzdusné zmlzovani (Pneumatic nebulization)
Pfi této metodé je roztok matrice rozpraSen na povrchu vzorku ruénim
tenkovrstvym chromatografickym rozstfikovatem nebo airbrushem. Jemny sprej

umoznuje vytvofit homogenni vrstvu matricovych krystalt na povrchu krystalu.

Chemickym tiskem (Chemical inkjet printer)

Malé kapiCky matrice jsou aplikovany na povrch vzorku soucasné
s piezoelektrickymi kapiCkami tiskafského zafizeni. Touto metodou Ize nanaset na
jednu analyzovanou oblast béhem jednoho vysSetfovaciho cyklu velmi malé objemy
roztoku (az 100 pl). Pfi této metodé se vyuZivaji propracovana zafizeni firmy
Shimadzu, Labcyte a Aerni. NanaSeni roztoku matrice touto metodou je velmi
precizni a kapicky se udrzuji celistvé. Kvdli velikosti kapic¢ek je vhodnéjsi pro nizsi

prostorové rozliSeni MSI.
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Automatizovany vibraéni sprejovy nanase¢ (Automated vibrational spray
coater)

Toto komercné dodavané zafizeni je urCeno pouze pro MALDI imaging.
Vytvari na povrchu vzorku homogenni matricovou vrstvu, obsahujici velmi malé
krystaly a operuje v uzavieném systému. Velikost kapiCek, jenz ovliviuje povrchovou
diftzi i délku interakce mezi analyty a matrici, Ize pfi této metodé nastavit takovym

zpusobem, abychom dosahli maximalni kokrystalizace.

Sublimaci matrice (Matrix sublimation)

Matrice je umisténa v pevném skupenstvi na spodni ¢ast kondenzatoru a
vzorek je spojen ke kondenzatoru s dvoustrannou tepelné vodivou paskou, ktera
vede smérem k matrici. Sublimace probiha pod nizkym tlakem a vysokou teplotou
(obvykle 125 °C), pficemz tyto podminky umoznfiuji kondenzaci matrice na chladném
povrchu vzorku. Tato metoda se vyznacuje Cistotou aplikované matrice na povrch

vzorku, malou velikosti krystall a jejich rovhomérnym rozlozenim.

Suché nanaseni (Dry — coating)

Jemné nadrcena pevna matrice je filtrovana pfimo na povrch tkané skrz 20
pm sito. Tato metoda je vhodna pro rychlou i opakovatelnou aplikaci matrice pfi
analyze lipidd. Mechanismus suchého nanaseni se podoba sublimaéni metodg,
difize molekul na povrchu vzorku je taktéz vzhledem k absenci rozpoustédla

omezena.

4.4.2.3. MALDI zobrazovani lipidd

Soucasné MALDI-MSI experimenty jsou zaméfeny prevazné na studium
funkce lipidl v biochemickych procesech. Priprava vzork( pro zobrazovani lipidu je
jednodussi nez pfiprava vzorku pro zobrazovani proteinli, protoze se vzhledem
k jejich vysokému zastoupeni v biologickych tkanich vétSinou obejde bez promyvani
vzorku a jinych zakoncentrovavacich procesu.

Lipidy mohou byt méfeny v rezimu snimani kladné i zaporné nabitych iontd.
Zatimco pro fosfatidylcholiny (PCs), sfingomyeliny (SMs) a steroidni slouceniny
méfime spiSe kladné nabité ionty, pro fosfatidylinositoly, fosfatidylseriny a sulfatidy

vyuzivame pfevazné negativni mod ionizace. Fosfatidilethanolaminy (PEs) mohou
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byt zaznamenany v obou moédech. U fosfolipidi je tvorba intenzivnich zaporné
molekuly, ktery mize v plynné fazi existovat jako velice stabilni anion, obzvlasté u
kyselych fosfolipidi jako jsou napfiklad Pl, PG a PS. Ostatni lipidy, jako napf.
sfingomyelin (fosfodiester), sulfatidy (estery kyseliny sirové) a bakterialni lipidy
odvozené od lipidu A (estery fosfatll) produkuji pomérné intenzivni molekularni
anionty [M-H]". U nékterych polyfosfatovych esterl je mozné zaznamenat dvakrat
nabity ion [M-2H]? [12].

Hmotnostni spektra lipidd jsou pomérné komplikovana, pficemz obvykle
zobrazuji protonované molekuly doprovazené sodnymi a draselnymi adukty
(pfipadné deprotonované molekuly pfi pouziti opacné polarity ionizace). Nékteré typy
fosfolipidli, jako napf. fosfatidilethanolaminy (PE), fosfatidilseriny (PS) nebo
fosfatidilinositoly (PI), vykazuji naopak Gplnou absenci komplexti [M+H]" i alkalickych
adukta.

Za ucelem snizeni poctu pikd ve hmotnostnim spektru, nalezicim jednomu
stejnému druhu lipidové slouc€eniny, ale i ke zvySeni citlivosti a redukci pikoveho
pfesahu, se do roztoku matrice pfidava octan draselny nebo chlorid lithny.
Identifikace lipidd ve hmotnostné spektrometrickém zobrazovani obvykle vyzaduje
vysoké hmotnostni rozliSeni i spravnost ur€eni hodnoty m/z na zakladé ¢ehoz lze
urCit elementarni sloZeni analyzované sloucCeniny. Mnozstvi potencialnich
elementarnich slozZeni je velice vyznamné redukovano zvysujici se spravnosti urCeni
hodnot m/z. Z tohoto divodu mohou vysoce vykonné hmotnostni spektrometry
s vyS$8im rozliSenim velmi ucinné oddélit potencionalné interferujici molekuly, coz

Sumarni vzorec je poté dohledan v lipidové databazi (napf. Lipidmaps). Tato
databaze obsahuje seznam vSech lipidovych izomeru se stejnym sumarnim vzorcem.
Obvykle patfi jednotlivé izomery do stejné tfidy lipidi a liSi se od sebe rGznymi
kombinacemi mastnych kyselin nebo rlznymi pozicemi dvojnych vazeb na
nenasycenych uhlikovych fetézcich. Potfebujeme-li ziskat vice informaci tykajicich
se struktury analyzovaného lipidu, je nutné provést fragmentaci iontu tandemovou
hmotnostni spektrometrii.

PFfi prvni fragmentaci odhalime pfitomnost iontd molekul, z kterych se
skladali hlavni komponenty lipidové molekuly (hlavni skupina — napf. fosfocholin a
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fetézce vysSich mastnych kyselin). Jestlize je intenzita fragmentovych iontd
dostateCna, mize byt provedena dalSi fragmentace. Timto zpUsobem Ize napf.
odhalit pozici dvojné vazby. Vyuziti CID pfi identifikaci lipidd muze byt znazornéno pfi
detekci dvou odlidnych lipidd (v podobé zaporné nabitych ionta), pfitomnych v mySim
mozecku (cerebellum).

Ve hmotnostnim spektru vidime ion o poméru m/z 888,6, ktery poskytuje
vyrazné odliSny signal vbiléa A
Sedé hmoté mozeCku (viz.
obr. &.14). Pfi CID tohoto '*
iontu byl zaznamenan produkt

iontové kolize o poméru m/z
97

97, coz odpovida sulfonové 153241 g3
Jog - E02 —

skupiné HSO3, jenz je 200 400 600 800
charakteristicka pro B 0 "
o/p\(sio OH
. . . O/g@ ol OH
SflngO“pldy ze skupmy NI NN PO TH o
o
sulfatidd. Tyto slou€eniny byly 100 283
identifikovany na zakladé 24
pfesného hmotnostné 303
153 885.6
spektrometrického méfeni a ( ‘ J 4|19 5
, , . P 1l LI A .
vyrazne podobnosti 200 400 600 800
m/z
pozorované na CID
i . Obr.¢. 14: MALDI — MSI zobrazeni negativnich iontd a CID
hmotnostnim spektru  k jiz spektra ze sagitalni oblasti mysiho mozecku: A) CID
blik , M-HT | . spektrum iontu o m/z 888,6 [d18:0/24:1-ST — HJ, B) CID
publikovanym [M-HJ" iontdm spektrum iontu 0 m/z 885,6 [18:0a/20:4-Pl — H] [12]

18:0/24:1 sulfatidim. DalSim
vyznamnym negativnim iontem, ktery byl zaznamenan pfi CID hmotnostné
spektrometrické analyze mysSiho mozecku je ion o poméru m/z 885,6. Tento ion
produkoval pfi kolizni aktivaci fragmentové ionty o poméru m/z 303, 283 a 241, coz
jsou ionty, jejichz prostfednictvim Ize pfi CID identifikovat slou¢eninu fosfoinositolu
18:0a/20:4 — PI [12].

Zajimavym objevem této analyzy je, Ze co se tyCe prostorového rozmisténi
téchto sloucenin, tak fosfoinositoly vykazuji mnohem vySSi intenzitu v Sedé kulre
mySiho mozecku, kdezto v pfipadé sfingolipidi se sulfonovymi skupinami je tomu

prfesné naopak. DalSi moznosti pro ziskani vice informaci je mikrodisekce vzorku
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tkané z analyzované oblasti, jeji rozpusténi a provedeni standardni analyzy LC — MS.
Vysledky LC—MS analyzy jsou poté porovnany s vysledky MSI.

Vyuziti MALDI-MSI k pfesnému kvantitativnimu stanoveni lipidd je zatim
ponékud problematické, ponévadz intenzita signalu zalezi nejen na koncentraci lipidu
a jejich aduktl, ale i na vySetfované oblasti analyzované tkané a na rizné tendenci
tvorby iontd, ktera zavisi na tom, jakou pouZijeme matrici.

V dasledku vysokého poctu vodikovych atomu, které tvofi acylové fetézce
esterifikovanych mastnych kyselin, je u lipidd pozorovan relativné vysoky hmotnostni
ubytek. Casto zaznamenavanym fosfolipidem pii analyze tkani byva slougenina
16:0/18:1-PC, tvofici komplex [M+H]" o hodnoté m/z 760,5860, jejiz elementarni
slozeni Ize vyjadfit vzorcem C4,Hg3sNOgP. Jelikoz tato slou€enina obsahuje 83 atomu
vodiku, pficemz kazdy tento atom pfispiva k celkové molekulové hmotnosti 1,007825
Da, pak téchto 83 atomu vodikd pfispiva k celkové molekulové hmotnosti 83,6494
Da. Relativhé vysoka intenzita iontu m/z 761,5895 (izotopu M+1) dosahujici pres

47% je zapFitenéna pritomnosti 42 atomtl uhliku (izotop **C) [12].

4.4.2.4. MALDI zobrazovani metabolitt, 1é¢iv a dalSich malych molekul

Metabolomika se zabyva kvalitativnimi i kvantitativnimi  zménami
nizkomolekularnich slou€enin v organismu, které maji vliv na fyziologické procesy
organismu. Plvod jednotlivych metabolitd v organismu muze byt endogenni (jejich
syntéza probiha v organismu) nebo exogenni (Ié€Civa, potrava). Analyzovani hladin
koncentraci a prostorového zastoupeni obou téchto skupin v tkanich je dualezitou
soucasti vSech farmakologickych a toxikologickych studii [2,15].

Hlavnim problémem MALDI analyzy nizkomolekularnich sloucenin je, ze
muze dojit k interferenci s MALDI matrici. V nékterych pfipadech muize byt
analyzovana slou€enina od slouenin matrice izolovana pouZitim tandemové MS
nebo hmotnostnich analyzator( s vysokym rozliSenim. Dal§i moznosti je pouziti LDI
ionizacnich technik, pfi nichz se na povrch vzorku nenanasi matrice.

MALDI-MSI techniky byly a jsou stale aplikovany v nejruznéjsich
farmakologickych studiich, napf. pfi analyze olanzapinu a jeho metabolitl i
protinadorového |éCiva vinblastinu v celém krysim téle [2]. Jiné vyzkumy vyuZivajici

tuto technologii byly zaméfeny na analyzu antipsychotického Iéku klozapinu,
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protinadorového léku SCH 226374 a chlorisondiaminu v jednotlivych tkanovych

fezech krysiho mozku nebo inhibitord HIV proteazy na kultufe Mono Mac 6 bunék [2].

4.4.2.5. DalsSi LDI ioniza¢ni techniky

Kromé& MALDI se pouziva také mnoho nejriznégjSich LDI technik, napf.
SALDI (Surface assisted laser desorption ionization), NALDI (Nano assisted laser
desorption ionization), ELDI (Electrospray assisted laser desorption ionization) nebo
DIOS (Desorption ionization on porous silicon). Mechanismus ELDI vychazi
z kombinace mechanismu dvou ioniza¢nich technik MALDI a ESI. Nejprve je analyt
desorbovan prostfednictvim laserového paprsku (IR, ale vétSinou UV zafeni)
z povrchu vzorku. Timto procesem vznikaji plynné ionty analytu, které se dale spojuji
s nabitymi kapi¢kami rozpoustédla uvolfovanymi z ESI spreje, coz vede kion-
molekularnim interakcim mezi ¢aste¢né ionizovanymi molekulami analytu a nabitymi
molekulami pfitomnych v rozpoustédle. Tuto ionizacni technologii Ize pfi analyze
nékterych biologickych vzorkd pouzit i bez jakychkoliv pfedchozich uUprav (napf.
mléko, krev, sliny, bakterialni kolonie ad.) [4,17].

U SALDI, NALDI i DIOS je Ilaserové zafeni absorbovano
nanostrukturovanymi povrchy LDI desticky. Pfidani aditivnich sloucenin se
specifickymi funkénimi skupinami maze dale vést k selektivni detekci analyzovanych
slouCenin z komplexnich smési. Pfidanim nanostrukturovanych anorganickych
materiald s hydrofobni organickou vrstvou, umisténou na povrchu vzorku, l|ze
napfiklad dosahnout selektivni detekce lipidad. DIOS technika vyuziva k absorpci
energie laserového paprsku porézni kfemikovy substrat. Nasledné jsou molekuly
analytu na povrchu vzorku ionizovany, aniz by dochazelo k vyraznéjSim
fragmentacim. Jelikoz pfi této metodé nepouzivame zadnou matrici, dosahujeme pfi
analyze nizkomolekularnich slou€enin prostfednictvim DIOS nizkého chemického
Sumu a vysoké citlivosti [17,18].

NIMS (nanostructure—initiator mass spectrmetry) byla vyvinuta z DIOS
technologie, pficemz na rozdil od DIOS vyuziva kapalny iniciator pro usnadnéni
procesu desorpce analyzované slouceniny z povrchu vzorku, coz vede k vySsi
ionizaéni efektivite. NIMS iniciatory se od MALDI matric li8i pfevazné tim, Ze
neabsorbuji energii UV zareni, vétSinou neionizuji a nekokrystalizuji s molekulami

analytu. Béhem NIMS desorpce absorbuje vrstva porézniho kiemiku energii UV
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zareni laserového paprsku, coz vede k vyraznému zahfati povrchu vzorku, odpareni
pfilnutého iniciatoru a k samotné desorpcni ionizaci. Vysledky NIMS analyzy jsou
srovnatelné s vysledky MALDI — MS, ovSem béhem NIMS analyzy neni potfeba
provadét Casové velice narocné ukony souvisejici s pfipravou a nanasenim matrice,
pficemz i samotna hmotnostni spektra jsou méné komplikovana. Béhem NIMS
ionizace nedochazi k fragmentaci iontd. NIMS povrchy na bazi kiemiku jesté nejsou
komercné dostupné, ale jsou relativné snadné na pfipravu. Vynikajicich vysledkd pfi
pfimé analyze metabolitl i biotekutin prostfednictvim NIMS Ize dosahnout tzv. Z-
touch metodou, pfi které je vzorek opakované nanasen a odstranovan z kfemikového

povrchu [19].

4.4.3. DESI - MSI

2004. Jedna se o technologii, ktera vyvolala obrovsky zajem o ambientni DI-MS
techniky, jenz umoznuji pfimou analyzu povrchu vzorku v laboratofi, €i pfirozeném
prostfedi bez pfedchozich uprav. Pfi pouziti této ionizacni techniky je sprejovana
kapalina (napf.: smés vody a methanolu v poméru 1:1) aplikovana na analyzovany
povrch vzorku pod urcitym uhlem (vétSinou 50°) a z urCité vzdalenosti (obvykle 5
mm). Geometrické parametry a vlastni parametry elektrospreje maji velky vliv na
prubéh desorpce i tvorbu iontl [1,2,7].

Principem této technologie je jev, pfi kterém interakci iontd vzniklych
sprejovanim s povrchem dochazi k desorpci analyzovanych iontl, které jsou
nasledné vedeny do hmotnostniho analyzatoru.

DESI muze byt pouzita k analyze pevnych a kapalnych vzorkd se zamérenim
jak na analyzu malych molekul, tak i vysokomolekularnich sloucenin. Mezi nejvice
vyuzivané hmotnostni analyzatory pro DESI experimenty patfi vzhledem ke své
robustnosti iontova past. Velmi ucinna je i kombinace DESI ionizace s FT-ICR
hmotnostnim analyzatorem. DESI hmotnostni spektra se v mnohém podobaji ESI
spektrum. Stejné tak jako v ESI spektrech, mohou byt v DESI spektrech obsazeny
nékolikanasobné nabité ionty [14].

DESI-MSI zobrazovani bylo jiz vyuzito napf. pfi analyze pfi¢nych fezl krysi
michy, krysiho mozku, nadorovych tkani atd. Zajimava aplikace DESI byla

uvefejnéna Kertezsem a van Berkelem, ktefi prostfednictvim této technologie
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dokazali velice rychle vizualizovat lokalizaci propranololu v histologickych Fezech
celého mySiho organismu [2]. Nevyhodou DESI je nizké 2D rozliSeni, odpovidajici
zhruba 100 — 250 um.

4.5. Zpracovani dat

Zpracovani dat je spole¢né s pfedchozimi ukony nedilnou soucasti MSI
zobrazovani. S ohledem na pouzité rozliSeni, jak prostorové tak i hmotnostni,
vyprodukuje kazdy MSI experiment nékolik gigabytl dat. VeSkeré procesy tykajici se
zpracovani experimentalnich dat jako napf. obrazova rekonstrukce, statisticka
analyza nebo archivace vyzaduji velice vykonné pocCitaCe s vysokou pamétovou
kapacitou [2,13].

Zatimco vlastni datové formaty, vyvinuté vyrobci, jsou pamétové funkéni,
jejich tésny instrumentalné softwarovy vztah predstavuje velky problém ve vyméné a
sdileni dat. Pro pfekonani tohoto omezeni byl spole¢nosti COMPUTIS vyvinut
specificky MSI format imzML. Vysledky vSsech MSI analyz jsou ukladany v imzML
formatu, ktery se sklada ze dvou oddélenych souborl. Jednim z nejpouzivanéjSich

softwarl pro zpracovavani MSI dat je program Biomap.
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5. Zaver

Soucasné vyzkumy, zabyvajici se instrumentaci i samotnymi pfipravami
vzorkll pro MALDI-MSI a SIMS-MSI, vedou k vyraznému zdokonaleni citlivosti,
prostoroveho rozliSeni a identifikacnich schopnosti. Diky prostorovému zobrazovani
muZeme mnohem Iépe porozumét vzniku nadoru v jednotlivych tkanich a fyziologii
jednotlivych organd. MALDI-MSI se ukazala jako velice uc€inna technika, uzite¢na
obzvlasté pfi odhalovani Siroké Skaly lipidl pfitomnych uvnitf tkani.

Vyuziti MS pfi zobrazovani malych molekul patfi mezi nejvice rozvijejici se
techniky instrumentalni analyzy. Pomoci MSI bude v blizké budoucnosti mozné
sledovat rust a tvorbu biofilmld, coz umozni vyvijet efektivngjSi léciva proti
bakterialnim infekcim. Diky intenzivnimu vyvoji dnes nachazi DESI-MSI uplatnéni
napfiklad v daktyloskopii. V poslednich letech dochazi k velice usilovhému rozvoji
rutinnich metod pfipravy vzorka pro MSI ve farmaceutickém a zdravotnickém studiu.

V souCasnosti je nejvétSim problémem MSI vytvofit model, s jehoz
prostfednictvim by bylo mozné ziskat presné kvalitativni a hlavné kvantitativni
informace o analyzované slouCeniné. PFiCinou tohoto problému je odliSny signal
téhoz analytu pfi pouziti riznych matric, jiného zafizeni nebo pouzitim odliSné
metody pfipravy vzorku. Pfedpoklada se, Ze lepSi mechanické porozuméni odliSnosti
odpoveédi téhoz analytu a vnitfniho standartu v biologickych vzorcich by mohlo tento
problém odstranit, a tim vyrazné prispét k ziskavani presnych kvantitativnich
informaci. LepSi porozuméni MALDI mechanismu by mohlo byt vyuzito také
k syntéze kvalitnéjSich matric. Prostfednictvim téchto studii mohou byt objeveny
takové matrice, které by specificky kokrystalizovaly pouze s ur€itou skupinou
molekul.

Ke studiu biotekutin a tkani jsou dnes také Casto vyuzivany LDI a
nanostrukturované ionizacni techniky, které v poslednich letech také zaznamenaly
velky pokrok. Tyto techniky jsou vyhodné diky tomu, Ze neni potfeba matrice,
zpUsobuji minimalni fragmentaci analyt( a jsou vysoce citlivé. Na kvalité hmotnostné
spektrometrického zobrazovani se velmi vyznamné podili velikost rozliSeni
hmotnostniho analyzatoru. Proto i diky vyvoji a zdokonalovani hmotnostnich
analyzatorl o velmi vysokém rozlieni, jako je Orbitrap nebo FT-ICR (vice nez

100 000 Da) je mozné pofizovat i mnohem kvalitnéjSi MSI zobrazeni.
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Vyuzitim MSI zobrazovani spolec¢né s dalSimi standardnimi klinickymi
zobrazovacimi zafizenimi (jako napf. MRI, PET a CT) by bylo mozné ziskavat

chemicky specifickou a pfesnou prostorovou informaci.
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Prehled zkratek

MSI — Hmotnostné spektrometrické zobrazovani

TOF — Analyzator doby letu

CID - Kolizni aktivace

MS — Hmotnostni spektrometrie

El — Elektronova ionizace

Cl — chemicka ionizace

API — lonizace za atmosférického tlaku

ESI — ionizace elektrosprejem

MALDI — Desorpcni ionizace laserovym paprskem za ucasti matrice
SIMS - lonizace prostfednictvim primarnich ionta

DESI — Desorpcni ionizace elektrosprejem

LDI — DesorpcCni ionizace laserem.

FT — ICR — Cyklotronovy rezonator s Fourierovou transformaci
IT — lontova past

Q - kvadrupadl
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