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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie dnes patfi mezi klicové
analytické techniky, a to jak ve vyzkumu', tak i v oblasti
rutinni analyzy. Béhem poslednich dvaceti let se pouziti
metody rozsitilo snad do vSech oblasti pfirodnich véd, od
geologie, ptes fyziku, astronomii a chemii k biologii,
k analyze zivotniho prostedi, do farmacie, mediciny, atp.
Metoda je nezastupitelna v 1ékarstvi (diagnostika nadoro-
vych onemocnéni, metabolickych chorob atd.), pro krimi-
nalisty (identifikace drog, detekce vybusnin, identifikace
pachateli zvlasté nebezpecné trestné Cinnosti), je vyhrad-
nim nastrojem antidopingovych kontrol, pouziva se
v archeologii (datovani stafi predméti) a geologii,
v monitorovani kvality zivotniho prostfedi, v toxikologii
i v chemii (sledovani prib&éhu chemickych reakci). Hmot-
nostni spektrometry jsou soucasti vybavy vétsiny vesmir-
nych sond i nékteré specialni vojenské techniky. Vyznam-
nou ulohu hraje hmotnostni spektrometrie v otazkach na-
rodni bezpecnosti: technika dokaze odhalit a identifikovat
latky, které mohou byt zneuzity pfi terorismu a bioteroris-
mu.

Vyvoj analytickych metod na bazi hmotnostni spekt-
rometriec se Vv poslednich letech ubird stale Ccastéji
k postupiim umoziujicim rychlou a pfedev§im ekonomic-
ky nenaro¢nou analyzu, a to i stile vétsich molekul®.
S neustalym technologickym pokrokem jiZ dnes neni pro-
blém vyvinout hmotnostné-spektrometrickou analytickou
metodu pro analyzu biopolymert, ktera bude disponovat
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detek&nim limitem fadové v desetinach ppm (cit.’). Takto
nizkych detekénich limitd lze vSak v mnoha piipadech
doséhnout jen u standardu, kde neni analyza zatiZzena pted-
analyze realnych biologickych vzorki, kdy jejich zpraco-
vani zlstava stale jednim z klicovych kroku. Existuje cela
fada zplsobt hmotnostné-spektrometrické analyzy biolo-
gickych vzorkil. V zdsadé nejsnazsi cestou je pouziti
desorp¢nich ioniza¢nich technik, které umoznuji i analyzu
povrchu  vzorku, anebo ionizace elektrosprejem
(,,electrospray ionization*, ESI). Vyvoj technik povrchové
analyzy makromolekul zaloZenych na hmotnostni spektro-
metrii je v popiedi zdjmu ptednich vyzkumnych tymi
v oblasti hmotnostni spektrometrie jiz od 70. let minulého
stoleti, kdy byla poprvé svétu predstavena ionizaéni tech-
nika zalozeni na desorpci plazmatem *’Cf (cit.*). Ta
umoznila hmotnostni spektrometrii realizovat analyzu
mensSich proteintl, a to azZ do hmotnosti v fadu desitek tisic
Daltont: a s limitem detekce v fadu pg 1", V roce 1981 byl
ucinén dalsi krok na cesté k analyze biopolymerd, nebot’
byla vyvinuta technika FAB (cit.”) (,,fast atom bombard-
ment*, ionizace bombardovanim rychlymi atomy), ktera se
stala Siroce rozSifenou standardni metodou pro ionizaci
peptidi. O necelych deset let pozdéji byla svétu predstave-
na ionizace desorpci laserem (LDI) (cit.*7). Dalgim zasad-
nim krokem byl vyvoj v oblasti MALDI (cit.*) (ionizace/
desorpce laserem za ulasti matrice) nebo SELDI (cit.”)
(povrchem podpofena ionizace/desorpce laserem). Za ob-
jev technik umoZzilujicich ionizaci biomolekul byla v roce
2002 udélena Nobelova cena za chemii. Dosud jmenované
techniky vSak i pfes nemaly pfinos neodbouravaji a Casto
ani nezjednodusuji samotnou piipravu vzorkl k analyze.
Z tohoto pohledu se jako velmi zajimavé jevi moderni
ionizaéni technika DESI (cit.'™'") (ionizace desorpci elek-
trosprejem).

2. Ionizace desorpci elektrosprejem (DESI)

Princip DESI vychazi zkonceptu elektrospreje.
Sprejovand kapalina (Casto se jednd osmés vody
s methanolem v poméru 1:1) je aplikovana na studovany
povrch vzorku pod ur¢itym thlem (oby¢ejné 50°) a z uréité
vzdalenosti (zpravidla 5 mm). Geometrické parametry
a vlastni parametry elektrospreje ovliviiuji pribéh desorp-
ce a vytéznost tvorby iontl. Interakci iontd vzniklych
sprejovanim s povrchem vzorku dochézi k desorpci iontd
analytd, které jsou nasledné vedeny do hmotnostné-
spektrometrického analyzatoru. Koncept desorpce elektro-
sprejem sebou piinasi celou fadu vyhod, na zakladé kte-
rych se zcela méni pohled na hmotnostni spektrometrii
jako na techniku analyzy vzorkd se sloZitymi matricemi'?,
nebot’ tato nova ionizacni technika zjednoduSuje vlastni
upravu vzorkd, nékdy ji izcela odbourava. Skutecnosti
vSak také je, ze dosahované meze detekce jsou vyrazné
vys$§i v porovnani s elektrosprejem. Velky aplikacni poten-
cial DESI l1ze demonstrovat na celé fadé vyvinutych analy-
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tickych postupu, které DESI vyuzivaji. DESI se fadi mezi
neinvazivni techniky umoziujici in vivo analyzu bez nut-
nosti pouziti anestetik. Tato vlastnost byla demonstrovana
naptiklad pfi vyzkumu metabolismu oraln€ podanych 1é€iv
nésledn& detegovanych na povrchu lidské kize'. Jednalo
se o analyzu ketaminu a xylazinu. Schopnost DESI analy-
zovat makromolekuly vyplyva z vlastnosti ESI generovat
vicenasobné nabité ionty. DESI jiz byla Uisp€sné aplikova-
na pii analyze cytochromu c (cit.'*) nebo hemoglobinu'
ve vzorku lidské krve. V soucasné dob¢ je téz velice dile-
zita detekce a identifikace vybusnin'®. Aplikovatelnost
DESI v této oblasti lze demonstrovat napt. na analyze tri-
nitrohexahydro-1,3,5-triazinu (RDX) a oktahydro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocinu (HMX) (cit.'”). Hmotnostni
spektrum je znazornéno na obr. 1. Dosazeny detekéni limit
metody byl fadové v pg mm 2. Uplatnéni ionizace desorpci
elektrosprejem napf. i ve zminéné oblasti znacné rozsifuje
moznosti vyuziti hmotnostni spektrometrie 1 mimo che-
mické laboratotfe. Vyzkumna skupina R. G. Cookse inten-
zivné pracuje na vyvoji prenosného detektoru vybusnin'®
zalozeného na DESI-MS, ktery by bylo mozné vyuzit
napt. v odbavovacich halach letist’ ¢i v budovach se zvyse-
nym bezpecnostnim rizikem. Ionizace desorpci elektro-
sprejem téz zasadnim zplsobem rozsifuje moznosti kom-
binace hmotnostni spektrometrie a ji ziskanych dat
s jinymi technikami. Jiz byly popsany napt. metody vyuzi-
vajici méteni DESI-MS a jadernou magnetickou rezonanci
(NMR) (cit."”) jako metabolomicky/metabonomicky né-
stroj umoziujici diagnostiku karcinomi. Autofi publikace
popisuji identifikaci vice nez 80 metaboliti ve vzorku
krysi moce, kterd byla analyzovdna pomoci DESI, a to bez
jakékoli upravy. Vlastni identifikace metabolitii byla zalo-
Zena na porovnadni fragmentacnich hmotnostnich spekter
a dat ziskanych NMR.
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3. Aplikace DESI v analyze chiralnich litek

Dalsim velkym aplika¢nim potencialem hmotnostni
spektrometrie je screening chirdlnich latek. Jednou
z perspektivnich metod umoznujicich hmotnostni spektro-
metrii tento typ analyzy je Cooksova kineticka metoda® .
Principem metody je tvorba trimernich klastri analyzované
latky (A) s opticky Cistou referencni latkou (ref) a kovem
(M), nejcastéji meédi. Obecny vzorec vzniklého klastru je
[M(ref),(A)-H]". Fragmentace generovaného klastru vede
k odstépeni jednoho z ligandu, tedy referencni latky nebo
analytu.

Chiralni diskriminace se projevuje v hodnoté R dané
pomérem intenzit produkti fragmentace [M(ref)(A)-H]"
a [M(ref),-H]" (rovnice (/)). Chiralni selektivita pouZitého
systému je vyjadfena pomoci veli¢iny Repira, kterou popi-
suje rovnice (2).

R = [M(re)A—HT" (1)
[M(ref), —HJ"
Rchiral = R_R (2)

kde Rz a Ry jsou hodnoty R pro Cisty R a S enantiomer.
Z uvedenych vztahl vyplyva, ze pro hodnotu Repim = 1
nevykazuje pouzity systém zadnou chirdlni selektivitu.
Cim vice se lidi od jedné, tim je chiralni diskriminace vy-
razngjsi. Cooksova kinetickd metoda jiz byla modifikova-
na tak, aby umoziiovala vysoce prostupnou prutokovou
injekéni analyzu®?* a aby byla vyuzitelnd pro spojeni
hmotnostniho spektrometru se separacnimi technikami
jako napf. s HPLC (cit.**) nebo CE (cit.”®). Ionizace
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Obr. 1. Hmotnostni spektrum ziskané DESI analyzou vybusnin typu RDX a HMX (pievzato z cit.'’; Reprinted with permission from

ref. '”. Copyright (2005) American Chemical Society)
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Obr. 2. Schéma konstrukéni varianty DESI, tzv. nano-DESI vyvinuté na naSem pracovisti

desorpci elektrosprejem vsak jesté dale rozsituje aplikacni
potencidl této metody. Experimenty na naSem pracovisti
dokladaji moznost nové aplikovat DESI i v analyze chiral-
nich latek bez jejich predchozi izolace z matrice. Vysledky
analyzy umoznuji velice rychle rozhodnout, zda je ve
vzorku obsazen R nebo S enantiomer, piipadné racemat.
Tato schopnost miZe byt potencidlné vyuzita nejen
v aplikacich zamétenych na vystupni kontrolu kvality 1é-
¢iv, ale i pfi kontrole prub&hu asymetrickych syntéz a po-
dobné.

Koncept nami sestaveného DESI vsak nevychazi
z elektrospreje, tak jak jej popisuje Z. Takats a spol.'’, ale
z nano-ESI (obr. 2). Tato modifikace umoziuje pracovat
pfi nizsich pratocich sprejované kapaliny (fadoveé desitky
nl min™"), &imZ se omezuje rozmyvani analytu. Jako drzék

35

vzorkll slouzi polyethylenovy vylisek se vzorkovacim
terikem o velikosti 5 x 2 mm. V soucasnosti jsou na na-
Sem pracovisti vyvijeny metody zalozené na DESI, které
umoziuji screening chiralnich 1é¢iv v riznym matricich
(farmaceutické pripravky, krev).

Jako piiklad je déale podrobné&ji popsén postup a vy-
sledky chiralni analyzy efedrinu v komercnim prepara-
tu Mukoseptonex ® E. Chirdlnim selektorem byla smés L-
tryptofanu a CuCl,. Selektor byl aplikovan pomoci sprejova-
ci kapaliny o slozeni 510 mol I"" L-tryptofan a 5-107*
mol I CuCl, ve smé&si voda—methanol (1:1, v/v). Pro ka-
libraci byly pouzity roztoky D-efedrinu a racemické smési
(5 mmol I, voda—methanol, 1:1, v/v). Bylo pouZito cel-
kem 5 roztokli o zastoupeni D-efedrinu 50, 64, 76, 88
a 100 %. Na vzorkovaci ter¢ik DESI bylo aplikovano 10 pl
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Obr. 3. Kalibracni zavislost In(R) na enantiomernim podilu D-efedrinu (D-Eph)
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Obr. 4. Hmotnostni spektrum Mukoseptonexu ® E; Eph — efedrin, Trp — tryptofan
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Obr. 5. Fragmentaé¢ni spektrum trimerniho Kklastru pro standardy efedrinu (nahoie) a pro efedrin v Mukoseptonexu ® E (dole);
Eph — efedrin, Trp — tryptofan

vzorku, vznikla kapka byla suSena 2 minuty na vzduchu byla urCena =z kalibra¢ni zavislosti a jeji hodnota je
a ihned analyzovana. Kalibra¢ni zavislost je znazornéna na 2,740,12, coz doklada potiebnou chiralni selektivitu. Zis-
obr. 3. Korela¢ni koeficient 0,991 je pro screeningové kané kalibrace byla nasledné pouzita pro chirdlni analyzu
nasazeni vyvinuté metody zcela dostacujici. Veli¢ina R pir efedrinu v komerénim ptipravku Mukoseptonex ® E
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s deklarovanou koncentraci efedrinu 10 mgml™. Vzorek
nebyl nijak upravovan a 10 ul bylo pfimo naneseno na fil-
tracni papir umistény na vzorkovacim terciku. Po dvou mi-
nutach byla provedena analyza. ZjiStény obsah D-efedrinu
ve sledovaném vzorku byl 102+7,7 %, coz je pro odliSeni
od racematu zcela postacujici.

Hmotnostni spektrum ziskané pii DESI analyze vzor-
ku Mukoseptonexu ® E je na obr. 4 a doklada tvorbu tri-
merniho klastru piimo z realného vzorku v iontovém zdro-
ji. Rozdily v intenzitdch fragmentdi vzniklych pii kolizi
indukované disociaci trimerniho klastru v iontové pasti
jsou patrné z obr. 5. Z porovnani spekter je rovnéz ziejmé,
ze ve vzorku je obsazen D-enantiomer.

Uspé&sna tvorba trimerniho klastru v prostfedi DESI je
dilezita nejen pro vlastni analyzu, ale je zajimava i z hle-
diska pochopeni zakladnich dé&ji uplatiujicich se
v pribéhu analyzy. Cilové trimerni klastry jsou generova-
ny na zékladé¢ interakce iontl chirdlniho selektoru
s analytem a tato technika potvrzuje vznik trimerniho klas-
tru az v prostoru iontového zdroje a nikoliv v roztoku smé-
si analytu s chirdlnim selektorem privadéném do iontového
zdroje, coz lze povazovat za vyznamné pro studium chiral-
ni diskriminace kinetickou metodou.

4. Zaveér

Ionizace desorpci elektrosprejem v dnesni dobé patii
k ionizacnim technikdm s vysokym aplika¢nim potencia-
lem, coz dokazuje pocet aplikaci, které jiz byly za relativ-
né kratky cas existence této techniky publikovany. DESI
nachazi uplatnéni nejen v analyze slozitych matric, ale téz
i jako mozna dalsi alternativa k pouzivanym zobrazovacim
hmotnostné-spektrometrickym technikam. Prezentované
vysledky dosazené s jednoduchym DESI systémem zalo-
zenym na nanoelektrospreji a sestavenym na nasem praco-
visti ukéazaly aplikovatelnost DESI v chirlni analyze.
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Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR (MSM6198959216
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LITERATURA

1. Hoffman E., Stroobant V.: Mass Spectrometry Princi-
ples and Applications, pp. 1-2. Wiley and Sons, New
York 2001.

2. Baier D.: Think knowledge: A philosophy of Scientific
Instruments. University of California press, Berkeley
2004.

3. Aggarwal S. K., Kinter M., Fitzgerald R. L., Herold
D. A.: Crit. Rev. Lab. Sci. 31, 35 (1994).

4. Anderl R. A., Cole J. D., Greenwood R. C.: Nucl.
Instrum. & Methods Phys. Res.,, Sect. B 26, 333
(1987).

5. Barber M., Bordoli R. S., Sedgwick R. D., Tyler A.
N.:J. Chem. Soc., Chem. Commun. 325 (1981).

Laboratorni pfistroje a postupy

6. Karas M., Bachmann D., Hillenkamp F.: Anal. Chem.
57,2935 (1985).

7. Karas M., Hillenkamp F.: Anal. Chem. 60, 2299
(1988).

8. Tanaka H., Xuan L. J., Morimoto S., Shoyama
Y.,Isobe R., Nojima K.: Spectrosc. Int. J. 75, 1 (2001).

9. Czader M., Kuzdzal S., Flinn I., Byrd, J.,Chan D.,
Borowitz M. J.: Blood 96, 579A (2000).

10. Takats Z., Wiseman J. M., Gologan B., Cooks R. G.:
Science 306, 471 (2004).

11. Cooks R. G., Gologan B., Wiseman J., Talaty, N.,
Chen H., Cotte — Rodriguez I.: Abstr. Paper. Am.
Chem. Soc. 230, U298 (2005).

12. Qu J., Liang Q., Luo G., Wang Y.: Anal. Chem. 76,
2239 (2004).

13. Takats Z., Czuczy N., Skoumal R., Katona M., v Pro-
ceedings of the 17th International Mass Spectrometry
Conference, poster Nr.: TuOr-24, Prague 2006.

14. Myung S., Wiseman J., Valentine S. J., Takats Z. Co-
oks R. G.: J. Phys. Chem. 7, 110 ( 2006).

15. Wiseman J., Puolitavial S., Takats Z., Cooks G., Ca-
prioli R.: Angew. Chem. Int. Ed. 44, 4 (2005).

16. Cotte-Rodriguez 1., Cooks R. G.: Chem. Comm.
(Cambridge, England), 2968 (2006).

17. Cotte-Rodriguez I., Takats Z., Talaty N., Chen H.,
Cooks R. G.: Anal. Chem. 77, 6755 (2005).

18. Mulligan C. C., Talaty N., Cooks R. G.: Chem. Com-
mun. (Cambridge, England), 1709 (2006).

19. Chen H., Pan Z., Talaty N., Raftery D., Cooks R. G.:
Rapid. Commun. Mass Spectrom. 20, 1577 (2006).

20. Tao W. A., Gozzo F. C., Cooks R. G.: Anal. Chem.
73,1692 (2001).

21. Augusti D. V., Carazza F., Augusti R., Tao W. A.,
Cooks R. G.: Anal. Chem. 74, 3458 (2002).

22. Tao W. A., Clark R. L., Cooks R. G.: Anal. Chem. 74,
3783 (2002).

23. Ranc V., Fry¢ak P., Miiller L., Bednat P., Lemr K.:
Chem. Listy 700, 8 (2006).

24. Lemr K., Ranc V., Fryéak P., Bednat P., Sev¢ik J.: J.
Mass Spectrom. 41, 499 (2006).

25. Ranc V., Bednar P., Frycak P., Lemr K.: v Procee-
dings of the I7th Internationnal Mass Spectrometry
Conference, Poster Nr..ThP — 019, Prague, Czech
Republic 2006.

V. Ranc?, V. Havlicek®, P. Bednar®, and K. Lemr®
(“ Department of Analytical Chemistry, Palacky University
Olomouc; " Institute of Microbiology, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Prague): Desorption Electros-
pray: A Modern Tool for Organic Surface Analysis

Applicability of mass spectrometry is related to the
progress in instrumentation including ion sources. Ioniza-
tion techniques in MS often need sample preparation,
which increases the analysis time. From this point of view,
DESI (desorption electrospray ionization) seems to be an
interesting alternative. Electrospraying of a sample with
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a liquid leads to the production of analyte ions desorbed
from the surface-deposited sample. A new modification of
DESI, where electrospraying is provided by nano-ESI, and
a new application in chiral analysis have been developed.
Chiral analysis employs the Cooks kinetic method. Chiral
selector is sprayed by nano-ESI onto the surface with
a deposited chiral analyte. Trimeric clusters are formed in
the bulk of the ion source. Their fragmentation allows
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chiral discrimination of enantiomers. The power of the
DESI-based mass spectrometric tool is demonstrated on
chiral analysis of ephedrine in commercial pharmaceutical
Mucoseptonex” E. The analysis is performed without any
sample preparation. That is why the analysis is simple and
cost-effective. Calibration for ephedrine was performed
with D-enantiomer and the racemate (correlation coeffi-
cient R* = 0.996) was obtained.



