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ABSTRACT

Laser desorption/ionization (LDI) is one of the most popular ionization
techniques currently used in mass spectrometry (MS). This technique is most
commonly used in a variant of matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI),
which uses low molecular weight organic acid mixed with the sample to support the
ionization process. However, this approach has some shortcomings such as: high
chemical background in the spectral region below m/z 700 making it difficult to
analyze compounds giving signals in this spectral region, inhomogeneous co-
crystallization of analyte and matrix leading to the formation of so-called "sweet
spots", i.e. inhomogeneous distribution of analyte in the crystallizing matrix. For
these reasons, increasing research attention is focused on the possibilities offered by
the use of matrix-free systems based on nanostructures in laser methods, which are
referred to as surface-assisted laser desorption/ionization (SALDI). The use of
nanostructures in LDI MS has made it possible to analyze low molecular compounds,
often at very low concentrations, without the presence of matrix-derived chemical
background, contributing to more applications of the LDI MS method.

This work describes what the SALDI technique is and reviews the nanomaterials
used in different variations of the approach. Among the described materials used
in SALDI there are nanomaterials based on carbon and silicon, including the DIOS
method, as well as techniques based on nanoparticles of gold, silver, platinum and
titanium oxide. For each method, application examples are given for the detection of
different classes of chemical compounds, often also in complex biological mixtures.

Keywords: laser desorption/ionization, mass spectrometry, matrix-free methods,
nanoparticles, SALDI
Stowa kluczowe: laserowa desorpcja/jonizacja, metody bezmatrycowe, nanoczastki,

SALDI, spektrometria mas
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AgNPET — ptytka wzbogacona nanoczastkami srebra (ang. Silver
Nanoparticle-Enhanced Target)

AuNPET — ptytka wzbogacona nanoczastkami ztota (ang. Gold
Nanoparticle-Enhanced Target)

CNTs — nanorurki weglowe (ang. Carbon Nanotubes)

DIOS — desorpcja/jonizacja na krzemie (ang. Desorption/lonization
On Silicon)

LDI — desorpcja/jonizacja laserowa (ang. Laser
Desorption/lonization)

LMW — mata masa czasteczkowa (ang. Low Molecular Weight)

LOD — granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection)

MALDI — laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana matryca (ang.
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)

MS — spektrometria mas (ang. Mass Spectrometry)

m/z — stosunek masy do niesionego tadunku

NFs — nanokwiaty (ang. Nanoflowers)

NPs — nanoczastki (ang. Nanoparticles)

NWs — nanodruty (ang. Nanowires)

PVD — fizyczne osadzanie z fazy gazowej (ang. Physical Vapour
Deposition)

SALDI — laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana powierzchnig
(ang. Surface-Assisted Laser Desorption/lonization)

SEM — skaningowy mikroskop elektronowy (ang. Scanning Electron
Microscope)

TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin Layer-
Chromatography)

uv — promieniowanie ultrafioletowe
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WPROWADZENIE

Spektrometria mas z laserowa desorpcja/jonizacja wykorzystuje wigzke lasera do
wytwarzania jonéow w fazie gazowej. Zogniskowane na powierzchni probki
nanosekundowe impulsy lasera powoduja jej desorpcje oraz jonizacje czasteczek analitu.
W spektrometrach stosowane sa lasery dajace $wiatlo w zakresie dlugosci fal od
ultrafioletu, przez §wiatlo widzialne, az po podczerwien.

Metody laserowej desorpcji/jonizacji sg szeroko rozpowszechnionymi technikami
stosowanymi w spektrometrii mas. Swoja popularno$¢ zawdzigczaja przede wszystkim
stosunkowo tatwemu przygotowaniu probki oraz braku, badZz niewielkiej fragmentacji
analitu. Technika ta jest najczeSciej stosowana w wariancie wspomaganej matrycg
laserowej desorpcji/jonizacji (MALDI), ktéry do wspomagania procesu jonizacji
wykorzystuje niskoczasteczkowy kwas organiczny zmieszany z probka. Podejécie to ma
jednak pewne niedoskonatos$ci takie jak: wysokie tto chemiczne w rejonie widma ponizej
m/z 700 utrudniajace analizowanie zwigzkéw dajacych sygnaly w tym obszarze widma,
niejednorodna wspotkrystalizacja analitu i matrycy prowadzaca do powstawania tzw.
»sweet spots”, czyli niejednorodnego rozmieszczenia analitu w krystalizujacej matrycy.
Z tych powodow coraz wigksza uwaga badaczy skupia si¢ na mozliwosciach, jakie daje
wykorzystanie w metodach laserowych ukladéw bezmatrycowych opartych
o nanostruktury, ktore okre§lane sg mianem laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej
powierzchnig (SALDI).

Celem tej pracy jest przeglad nanomateriatow stosowanych w metodach SALDI MS.

1. LASEROWA DESORPCJA/JONIZACJA WSPOMAGANA
POWIERZCHNIA

Wspomagana powierzchnig laserowa desorpcja/jonizacja (ang. Surface-Assisted
Laser Desorption/lonization, SALDI) to odmiana laserowej spektrometrii mas,
w ktorej powszechnie uzywane w MALDI matryce organiczne zastapiono
nanomaterialami [1]. Wedlug definicji IUPAC — laserowa desorpcja/jonizacja
wspomagana powierzchnig to grupa metod bezmatrycowych stosowanych w analizie
MS czasteczek pochodzenia biologicznego [2]. W przypadku SALDI powierzchnia
sktadajaca si¢ z réznego rodzaju nanostruktur spelnia podobna rol¢ do matrycy
w technice MALDI, tj. pochlania §wiatto wiazki laserowej i przenosi jej energi¢ na
substancj¢ badana, ktora ulega ablacji i jonizacji z powierzchni (Rysunek 1).
Zadaniem nanostruktur jest rowniez ochrona probki przed bezposrednim uderzeniem
lasera, co mogtoby doprowadzi¢ do fragmentacji analitu [3].
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Rysunek 1. Schemat eksperymentu SALDI MS
Figure 1. Scheme of the SALDI MS experiment

O wspomaganej powierzchnia LDI po raz pierwszy wspomnieli Jan Sunner,
Edward Dratz i Yu-Chie Chen w artykule z roku 1995 [4]. Zastosowany w badaniach
uktad aktywny sktadal si¢ z czgstek grafitu o wielkosci 2-150 um zawieszonych
w glicerolu. Widma MS wykonane przez autoréw charakteryzowaty si¢ obecno$cia
matego tta chemicznego, dlatego tez podobne metody oparte o nanoczastki
z powodzeniem zaczgto stosowa¢ w analizie zwigzkow o matych masach
czasteczkowych (ang. Low Molecular Weight, LMW).

Oprocz mniejszego tla chemicznego do niewatpliwych zalet SALDI mozna
réwniez zaliczy¢: tatwe przygotowanie probki, duza szybko$¢ analizy oraz
mozliwo$¢ badania zwigzkéw o masach w zakresie ponizej 1000 Da.

W przeciggu ostatnich lat powstalo wiele roznych typow powierzchni, ktére
znalazly zastosowanie w SALDI MS. Powierzchnie te stworzono w oparciu
o nanoczastki metali, ich tlenkow, jak réwniez wegla i krzemu [5]. Nanomateriaty
stosowane w laserowej spektrometrii mas zostaly bardziej szczegdlowo opisane
w kolejnych rozdziatach.

2. NANOMATERIALY STOSOWANE W SALDI MS
2.1. NANOMATERIALY NA BAZIE WEGLA

Materiatem weglowym, od ktdrego swoj poczatek wzigta laserowa desorpcja
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/jonizacja wspomagana powierzchnig byt grafit. W cytowanym wcze$niej artykule
Sunner i wspotautorzy zastosowali czastki grafitu o srednicy 2-150 pm zawieszone
w glicerolu w analizie peptydow i biatek [4].

Kolejnym materiatem byly mikrometrowej wielkos$ci proszki wegla aktywnego,
ktore natozono na ptytke do TLC. Tak przygotowany uktad generowat male tto
chemiczne w rejonie niskiego m/z i skutecznie jonizowat zaréwno male zwiazki
organiczne, jak i peptydy, laczac jednocze$nie rozdziat zwigzkéw metoda
chromatografii cienkowarstwowej oraz ich detekcje za pomocg spektrometrii mas
[6].

Alternatywg dla matryc organicznych stosowanych w MALDI staty si¢ takze
nanorurki weglowe (ang. Carbon Nanotubes, CNTs). Spetniajg one swoja role silnie
absorbujac i1 przekazujgc energi¢ niesiong przez impuls laserowy na analit. Grupa
badawcza Gao zastosowata CNTs w analizie mono- i disacharydoéw z ich roztworéow
wodnych oraz w probkach moczu. Uzyskane wyniki pokazaty, ze CNTs generuja
niskie tlo chemiczne, a granica wyktywalno$ci metody osiggnigta dla fruktozy
wynosita zaledwie 5 attomoli [7].

Zdolno$¢ do absorbowania $wiatta laserowego w zakresie UV przez kolejne
materialty weglowe takie jak diamentopodobny wegiel amorficzny oraz nanodruty
diamentowe domieszkowane borem wykorzystywano w LDI MS. Diamentopodobny
wegiel wydajnie przenosit energi¢ niesiong przez laser na badane zawigzki
chemiczne i umozliwit powtarzalng analize szerokiej gamy zwigzkow testowych,
ktérymi byly aminokwasy, cukry, peptydy oraz kwasy ttuszczowe [8]. Laserowa
desorpcja/jonizacja zwigzkdw niskoczasteczkowych z powierzchni nanodrutow
diamentowych domieszkowanych borem pozwolita na skuteczng ich analize
w spektrometrze mas z granicg wykrywalnosci na poziomie 200 zmol/pl, za$ peptydy
oznaczono juz w ilo$ciach femtomolowych [9].

Jednym z najnowszych osiaggnie¢ naukowych dotyczacym metod
bezmatrycowych jest mozliwo$¢ zastosowania grafenu jako powierzchni aktywnej w
LDI MS. Ze wzglgdu na bardzo dobre parametry absorpcji promieniowania
swietlnego z powierzchni grafenu dochodzi do wydajnej jonizacji analitow, rowniez
przy zastosowaniu niskich energii lasera. Wykorzystanie tego materialu w analizach
MS pozwolito na uproszczenie procedury przygotowania probki oraz poprawienie
powtarzalno$ci pomiarow. Na widmach podloze z grafenu wykazywato niewielkie
tlo chemiczne, co pozwolilo na analize¢ matych czasteczek [10]. Nanoptatki (ang.
Nanoflakes) grafenu postuzyly jako uktad aktywny do analizy lipidow
wyekstrahowanych z hodowli komorek raka piersi i komorek niezmienionych
nowotworowo, dajac dobrej jakosci widmo masowe bez tta chemicznego [11].
Rozwinigciem wdrozenia grafenu jako matrycy w LDI bylo zastosowanie
»hanoscian” (ang. Nanowalls) weglowych stworzonych z arkuszy grafenu utozonych
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pionowo wzgledem ptytki. Przyciagnely one uwage badaczy ze wzgledu na wysoka
wytrzymalo$¢ mechaniczng i bardzo dobrg absorbcje¢ promieniowania $wietlnego,
a hydrofobowo$¢ tych nanostruktur zapewnita tatwe osadzanie analitu na plytce.
W pomiarach MS z ich powierzchni zostaty osiggnigte granice wykrywalnos$ci na
poziomie piko- i femtomolowym dla réznych grup zwigzkéw o zastosowaniu
klinicznym lub przemystowym, takich jak kwasy tluszczowe, lipidy, sacharydy
i peptydy. Ponadto metodyke te zastosowano takze do iloSciowego oznaczania
glukozy we krwi oraz napojach [12].

Kolejnym przykladem nanomaterialu na bazie wegla zastosowanego
w laserowej spektrometrii mas sg nanokropki weglowe, ktore testowano
w oznaczaniu aminokwasow, peptydow, kwasow tluszczowych, oligosacharydow
i polimerdw, osiagajac granic¢ wykrywalnosci na poziomie 0,2 fmola dla kwasu
oktadekanowego. Ponadto autorzy badan uzyli nanokropek weglowych do
wykrywania ilosciowego glukozy we krwi i kwasu moczowego w ludzkim
moczu [13].

2.2. NANOMATERIALY NA BAZIE KRZEMU

Jedna z najwazniejszych metod zaliczanych do SALDI opartych o nanostruktury
krzemowe jest DIOS (ang. Desorption/lonization On Silicon). Zostala ona
opracowana w 1999 roku przez Wei i wspotpracownikow stajac si¢ pierwszg
catkowicie wolnag od matrycy technika LDI MS [14]. W tej metodzie analit
nanoszony jest na powierzchni¢ porowatego krzemu (Rysunek 2), uzyskanego
z plaskiego kawatka krystalicznego krzemu w procesie trawienia chemicznego badz
elektrochemicznego. Tak spreparowana porowata powierzchnia posiada wysoki
wspotczynnik absorpcji promieniwania ultrafioletowego, a pochlonieta energig jest
w stanie przekazac¢ na czasteczki analitu, doprowadzajac do jego przej$cia w stan
gazowy oraz jonizacji [15]. Cechg charakterystyczng plytki DIOS jest duza
powierzchnia wiasciwa, ktora moze dochodzi¢ nawet do kilkuset metréw
kwadratowych na gram [16]. Wytrawiona powierzchnia krzemu jest hydrofobowa,
dlatego w analizach DIOS MS uzywane sa rozpuszczalniki polarne takie jak woda
badZz metanol. Roztwér analitu w takim rozpuszczalniku po osadzeniu na plyce
zajmuje niewielki obszar oraz penetruje pory krzemu, co korzystnie wptywa na
pomiar w spektrometrze [14]. Metod¢ desorpcji/jonizacji na krzemie uzywano do
analizy MS zwigzkéw chemicznych o masach w przedziale od 150 do 12000 Da.
Przebadano nig migdzy innymi glikolipidy, peptydy, cukry [14], kwasy tluszczowe
[17] oraz wicksze czasteczki takie jak biatka [18]. Najlepsze rezultaty w pomiarach
DIOS osiagane sg dla analitbw ponizej 3000 Da, a niewielkie tto chemiczne
obserwowane w rejonie niskiego m/z sprawia, ze technika ta moze by¢ dobrym
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wyborem dla zwigzkéw niskoczasteczkowych [16]. Badacze donosza, iz DIOS MS
pozwala na wykrycie femto-, a nawet attomolowych ilo$ci badanego zwigzku [14].
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Rysunek 2. Schemat analizy DIOS MS. Przedrukowano za zezwoleniem W. G. Lewis, Z. Shen, M. G. Finn,
G. Siuzdak, International Journal of Mass Spectrometry, 2003, 226, 107 [18]. Wszelkie prawa
(2002) naleza do Elsevier Science B.V.

Figure 2. Scheme of the DIOS MS analysis. Reprinted with permission from W. G. Lewis, Z. Shen, M. G.
Finn, G. Siuzdak, International Journal of Mass Spectrometry, 2003, 226, 107 [18]. Copyright
2002 Elsevier Science B.V.

Jako przyklady innych materiatdw na bazie krzemu wykorzystywanych
w pomiarach LDI MS mozna wymieni¢ nanoczastki krzemowe. Testowany materiat
zawieral czastki krzemu o wielko$ciach od 5 do 50 nm, spos$rdd ktorych najlepsze
wyniki uzyskano przy zastosowaniu nanoczastek Si o $rednicy 30 nm. Pomiary MS
przeprowadzone zarowno w trybie jonow ujemnych, jak i dodatnich dla peptydow,
zasad azotowych, nukleotydow i lipidéw wykazaty dobre granice wykrywalnosci
oraz niski poziom szumoéw. Nanoczastki krzemowe posiadaty duzg tolerancje na
obecno$¢ soli w probce badanej, a takze wydajnie pochtanialy promieniowanie
ultrafioletowe [19].

Kim 1 wspotautorzy zastosowali cienka warstwe amorficznego krzemu
o grubosci 100 nm do réznicowania dziewigciu gatunkéw bakterii na podstawie
profilowania lipidow. Uzyskane wyniki poddali analizie statystycznej, ktora
pozwolita na skuteczne odroznienie poszczegdlnych gatunkéw. Dla pordwnania
wykonali takze podobne analizy uzywajac matryc krystalicznych w MALDI.
Uzyskane przez nich wyniki wykazaty, ze sygnaty lipidow uzyskane na widmach
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masowych z zastosowaniem amorficznego krzemu sg $rednio 1,6-raza wyzsze niz
w eksperymencie MALDI MS, a przy tym probki naniesione na warstwy krzemu
maja bardziej rownomierny rozklad, bez tzw. ,sweet spot”, co zapewnia duza
powtarzalno$¢ pomiarow [20].

Plytki z nanodrutow krzemowych (SiNWs) funkcjonalizowanych
nanoczgstkami srebra wykorzystano do analizy sktadu olejow roslinnych. Potaczenie
hydrofobowosci i wydajnej absorpcji promieniowania UV przez SiNWs ze
zdolnoscig AgNPs do kationizowania badanych zwigzkéw pozwolito na uzyskanie
sygnaldw na widmach MS od typowych nienasyconych sktadnikéw Zywnosci takich
jak skwalen, czy kwas oleinowy [21].

Grupa badawcza Vertesa wielokrotnie przedstawiala mozliwosci ptynace
z zastosowania w LDI MS tablic z nanostupkami (ang. Nanopost) krzemowymi.
Technike te zastosowali migdzy innymi do analizy metabolitéw w ekstraktach
komoérkowych 1 ludzkim moczu, a wyniki poréwnano z rezultatami uzyskanymi
metoda MALDI. Autorzy wykazali, Ze pomiary z nanostupkéw krzemu pozwolily na
wykrycie wigkszej ilosci metabolitow w badanych préobkach. W eksperymencie
sprawdzili takze mozliwos¢ iloSciowego oznaczania kreatyny w moczu. Dodajac do
probki znakowany izotopowo wzorzec, skonstruowali krzywa kalibracyjng dla
oznaczanego zwigzku, a odczytane z niej stezenie byto zgodne z literaturowym [22].
Podobna metodyka zostata zastosowana do analizy ludzkiej surowicy krwi, w ktorej
udato si¢ wykry¢ ponad 300 réznych zwigzkow w tym aminokwasy, nukleotydy,
weglowodany i lipidy [23].

2.3. NANOMATERIALY NA BAZIE ZLOTA

Nanostruktury ztota sg najcze$ciej wykorzystywanymi nanomateriatami
w spektrometrii mas z laserowa desorpcja/jonizacja. Nanoczastki ztota (AuNPs)
posiadaja bardzo wysoki wspotczynnik absorbcji promieniowania powyzej 400 nm,
co jest spowodowane ich duzg powierzchng wiasciwg. Ze wzglgdu na chemiczng
obojetnos¢ 1 biozgodnos¢ - zloto moze by¢ wykorzystywane w badaniach
biologicznych nie wplywajac przy tym na czasteczki analitu. Otrzymywanie
nanostruktur zlota jest stosunkowo latwe, istnieje tez wiele mozliwo$ci modyfikacji
ich powierzchni [24].

Poczatkowo nanoczastki ztota stosowano jako sondy do ekstrakcji i zatgzania
probek przed pomiarami MALDI. AuNPs selektywnie lacza si¢ z grupami
tiolowymi, dlatego byly stosowane do wyodrebniania i wzbogacania zwigzkow
zawierajacych t¢ grupe funkcyjna. Przykladem moze by¢ zastosowanie
magnetycznych koniugatow nanoczastek ztota o srednicy 2 nm jako sond do
prekoncentracji krétkich peptydow, co umozliwito ich wykrywanie z bardzo dobrymi
warto§ciami LOD [25]. AuNPs byly réwniez uzywane w tzw. matrycach binarnych,
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jako dodatek do konwencjonalnej matrycy stosowanej w MALDI, zapewniajac
wydajne przenoszenie energii impulsu laserowego i jonizacje analitu, co dawato
nawet 35 krotne wzmocnienie sygnatéw na widmach MS [25].

Grupa Russella opublikowata w 2005 roku artykut, w ktéorym jako pierwsza
przedstawita zastosowanie nanoczgstek ztota o wielkosci od 2 do 10 nm do jonizacji
peptydow w laserowej spektrometrii mas bez udzialu matrycy [26]. Od tego czasu
mozna zauwazy¢ wzrost liczby publikacji w tematyce zastosowan nanostruktur
ztotowych w spektrometrii mas z laserowg desorpcja/jonizacja, bowiem wczesniej
przygotowanie AuNPs o waskiej dyspersji wielkosci byto kosztowne i ktopotliwe.

Wsréd wielu metod LDI MS z wykorzystaniem nanoczgstek zlota mozna
znalez¢ takie, w ktorych nanostruktury ztota osadzano na materiatach polimerowych.
Przyktadem takiego podejscia jest nanokompozyt ztozony z miceli kopolimeru
styrenu z jodkiem N-metylo-4-winylopirydyniowym oraz AuNPs z cytrynianem
amonu, ktory zagregowano na podtozu krzemowym. Material ten zastosowano do
jonizacji peptydow przy obecnosci niewielkiego tta chemicznego na widmach
masowych [27].

Podobng metodyke wykorzystano, tworzac wielowarstwowa foli¢ z AuNPs
i poli(chlorowodorku alliloaminy) ulozonych na plytce krzemowej. Przy pigciu
poziomach warstw polimer/AuNPs udalo si¢ efektywnie zjonizowa¢ mate czasteczki
w bardzo niskich stezeniach, rzedu 10-'° mg/ml dla pirenu [28].

Rozwinigciem metod osadzania nanostruktur zlota na materiatach
polimerowych bylo wytworzenie mikropowltoki ztota optaszczajacej rdzen
polistyrenowy. Uzyskane nanostruktury ztota mialy rozmiar okoto 20 nm, przy 2 um
srednicy catej czastki (Rysunek 3). Tak spreparowane struktury z powodzeniem
zastosowano w pomiarach zwigzkow niskoczasteczkowych takich jak sacharydy,
aminokwasy 1 peptydy, a uzyskane wyniki charakteryzowaly si¢ bardzo dobrymi
granicami wykrywalno$ci i wysokim stosunkiem sygnatu do szumu [29].

Interesujaca technikg jest zaproponowana przez Li i wspolpracownikow
desorpcja/jonizacja na membranie celulozowej modyfikowanej nanoczastkami zlota.
Autorzy zastosowali opracowang metod¢e do wykrywania jonow jodu w soli
kuchennej i moczu, wykorzystujac silne oddziatywania zloto—jod do zat¢zania
analitu, ktory na widmach pojawiat si¢ w postaci jonow [AuxI]". Pozwolito to na
powtarzalny i selektywny pomiar st¢zenia jodu w skomplikowanych probkach
zLOD na poziomie 5x107' M przy obecnosci niewielkiego tta chemicznego na
widmach MS [30].
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Rysunek 3.  Obraz SEM nanostruktur ztota na rdzeniu z polistyrenu i schematyczna ilustracja analizy LDI MS
matych czasteczek przy ich uzyciu. Przedrukowano za zezwoleniem J. Lee, J. Lee, T. D. Chung,
W.-S. Yeo, Analytica Chimica Acta,2012,736, 1 [29]. Wszelkie prawa (2012) naleza do Elsevier
B.V.

Figure 3. SEM image of gold nanostructures on a polystyrene core and schematic illustration of the LDI
MS analysis of small molecules using them. Reprinted with permission from J. Lee, J. Lee, T. D.
Chung, and W.-S. Yeo, Analytica Chimica Acta, 2012, 736, 1 [29]. Copyright 2012 Elsevier B.V.

Nanostruktury wytworzone przez elektrochemiczne osadzanie warstwy ztota na
porowatym krzemie staty si¢ narzedziem do analizy peptydow obecnych w ludzkiej
krwi. Ten hybrydowy nanomaterial skutecznie zatgzal peptydy w probee,
jednoczesnie wykluczajac z niego liczne biatka. Pozwolito to badaczom na szybkie
rozroznienie 0s6b ze zdiagnozowanym nowotworem jelita grubego od o0séb
zdrowych na podstawie profilowania peptydowego krwi na widmach LDI MS [31].

Kolejnym przyktadem materiatu hybrydowego, ktory znalazt zastosowanie
w laserowej spektrometrii mas jest Au@MnO NFs, czyli nanokwiaty
(ang. Nanoflowers, NFs) zlota i tlenku manganu(Il). Badania przeprowadzone
z uzyciem tych nanostruktur pokazaly, ze sg wydajnym podlozem do jonizacji
matych zwigzkow chemicznych bez udziatu innej matrycy. Dodatkowo, w pracy
przedstawionej przez Ocsoy i wsp., Au@MnO NFs byly funkcjonalizowane
przytaczonym don aptamerem, ktéry miat selektywnie wychwytywac czasteczki
ATP z lizatu komorkowego, co pozwolito na ich oznaczanie w spektrometrze
mas [32].

Niedawno grupa Kuo zastosowala natozone na siebie cienkie warstwy
o grubosci 2,7 um zbudowane z nanoczgstek zlota do ilo§ciowego oznaczania
hydroksyproliny w probkach krwi oséb zdrowych i chorujacych na osteoporozg.
Wykonana krzywa kalibracyjna wykazala wysoka korelacj¢ liniowa migdzy
intensywnoscig sygnatdow na widmach masowych, a stezeniem analizowanego
zwigzku w zakresie od 1 do 100 uM [33].

Sporg niedogodnoscia w stosowaniu nanoczastek zlota jest konieczno$§é
stabilizowania ich powierzchni np. cytrynianem, czego skutkiem jest obecno$¢ tta
chemicznego w rejonie ponizej m/z 500. Powodowato to trudnosci w analizach
zwigzkow, ktorych sygnaty pojawialy sie wlasnie w tym obszarze widma masowego.
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Rozwigzaniem umozliwiajacym pokonanie tej niedogodno$ci okazata si¢ laserowa
ablacja z syntezg w roztworze (LASiS). Nanoczgstki ztota uzyskane w tej metodzie
mialy na swej powierzchni grupy Au-O- i wykazywaly znikome tlo chemiczne.
Autorzy badan z powodzeniem zastosowali wytworzone przez siebie nanoczastki do
analizy kilku zwigzkéw LMW takich jak arginina, fruktoza czy paklitaksel, ktore
wykryli na widmach MS w ilo$ciach pikomolowych [34].

Inng technika niewymagajaca stabilizacji nanoczastek ztota jest AUNPET (ang.
Gold Nanoparticle-Enhanced Target). Target wzbogacony nanoczastkami zlota
zostal po raz pierwszy opisany w 2015 roku [35] i od tego czasu byt stosowany do
analizy LDI MS zwiazkoéw o matych masach czasteczkowych zaréwno o wysokiej,
jak 1 niskiej polarnosci, nie wykazujac przy tym ich fragmentacji. Ptytki AUNPET
generuja tlo chemiczne jedynie w postaci sygnatéw pochodzacych od klastrow zlota,
ktore umozliwiajg zastosowanie precyzyjnej, wewnetrznej kalibracji [36]. Uktad ten
z sukcesem zostatl uzyty do badan zwigzkow chemicznych nalezacych do réznych
grup takich jak nukleozydy, aminokwasy, weglowodany, czy lipidy [35], a takze
skomplikowanych mieszanin biologicznych jak na przyktad surowica krwi [37],
mocz [38] oraz ekstrakty z komorek plesni [39].

2.4. NANOMATERIALY NA BAZIE SREBRA

Zastosowanie nanostruktur srebrowych jako aktywnych powierzchni w SALDI
MS zapewnia bardzo dobra absorpcje promieniowania powyzej 400 nm oraz wydajne
przenoszenie energii na czasteczki analitu. Dodatkowo AgNPs moga stanowi¢ zrodto
jondéw do kationizacji badanych zwiazkéw [40]. Wérdd zalet nanoczastek srebra
mozna wymieni¢ wysoka tolerancj¢ na obecno$¢ soli, mozliwo$¢ zastosowania
wewnetrznej kalibracji na sygnatach pochodzacych od klastrow srebra oraz duza
powtarzalnos¢ wynikow. Korzystanie z nanostruktur srebra w pomiarach LDI MS
powoduje zmniejszenie tla chemicznego w rejonie niskich warto§ci parametru m/z,
z tego wzgledu sa one z powodzeniem stosowane w analizie zwigzkoéw
niskoczasteczkowych [41]. Nanoczastki srebra byly poczatkowo stosowane
w spektrometrii mas jako dodatki kationizujace w eksperymentach MALDI, jednak
z czasem zaadaptowano je jako powierzchnie aktywne w SALDI [40]. Wykazano, iz
AgNPs skutecznie jonizujg aminokwasy, peptydy oraz lipidy, a dolna granica ich
wykrywalnosci jest czesto na poziomie femtomolowym [41].

Powinowactwo srebra do atoméw siarki wykorzystali w swoich badaniach
Shrivas 1 Wu, skutecznie zatgzajac czasteczki zawierajace grupe tiolowa, przez co
mozliwe stato si¢ ich selektywne oznaczanie w spektrometrze mas. Swoja metode
z powodzeniem zastosowali do analizy iloSciowej cysteiny i homocysteiny
w probkach ludzkiego moczu przy uzyciu wzorca wewnetrznego, osiagajac warto$é
LOD dla tych czasteczek na poziomie 7 nM [42].



748 A. ARENDOWSKI

Jednym z przykltadow syntezy nanomaterialbw na bazie srebra jest
otrzymywanie porowatych nanoczastek Ag metoda zol-Zel, ktore zastosowane w LDI
ulatwiajg desorpcje i jonizacje peptydow, trojglicerydow i fosfolipidow. Autorzy
wykazali réwniez, ze tak przygotowane AgNPs selektywnie jonizujg sterole
z pecherzykéw ztozonych z olefinowych fosfosfatydylocholin, oferujac mozliwosé
uproszczonego podejscia do analizy steroli ze ztozonych mieszanin [43].

Opracowano takze proste podejscie do wytwarzania nanostruktur srebra
i palladu z tatwo regulowanymi morfologiami, stosujac osadzanie elektrolityczne.
Warstwy grubosci okolo 100 nm zastosowano w technice laserowej
desorpcji/jonizacji wspomaganej powierzchnig do analizy matych czasteczek
biologicznych, takich jak cukry, kwasy thuszczowe, triglicerydy i antybiotyki [44].

Hybrydowy nanomaterial sktadajacy si¢ z warstwy disiarczku molibdenu
1 nanoczastek srebra (MoS,/Ag) zostal niedawno opisany jako skuteczne podtoze do
jonizacji zwigzkéw LMW. Materiat ten przetestowano w analizie aminokwaséw,
peptydow, kwasow tluszczowych, antybiotykow 1 lekow w pojedynczych
roztworach, mieszaninach, a takze w probkach biologicznych, takich jak surowica
ludzkiej krwi. Uzyskane wyniki badan ilo$ciowych charakteryzowaty si¢ duzym
zakresem liniowos$ci sygnatéw, a wartos¢ LOD wyniosta 0,5 pmola w przypadku
histydyny [45].

Prysiazhnyi 1 wspotpracownicy przedstawili mozliwo$¢ pokrywania
nanostrukturami srebra analitu naniesionego na ptytke. Wykorzystali do tego celu
metod¢ niewymagajaca rozpuszczalnikow tj. fizycznego osadzania z fazy gazowej
(PVD). Zwigzkami badanymi byly mate czasteczki pochodzenia biologicznego:
kreatynina, fruktoza i sacharoza w przypadku rozpylania magnetronowego [46], oraz
weglowodany, lipidy, nukleozydy, aminokwasy, witaminy czy wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne [47]. Przeprowadzone analizy LDI MS wykazaly, iz
zastosowane metody nanoszenia AgNPs umozliwily skuteczng jonizacj¢ badanych
proébek, jednak granice wykrywalnos$ci nie byty duze i wynosity pomigdzy 0,1, a 0,5
ug/ml [47].

Jedna z metod chemicznej syntezy nanoczastek srebra stosowanych w SALDI
MS jest opracowana w 2013 roku technika AgNPET. W tej metodzie syntez¢ AgNPs
przeprowadza si¢ bezposrednio na stalowej plytce otrzymujac cienkg warstwe
kationowych nanoczastek srebra elektrostatycznie zwigzanych z ptytka. Technike t¢
przetestowano wykonujac na niej oznaczenia wielu zwigzkéw LMW, a takze mysiej
surowicy krwi i moczu [48]. Rozwinigciem tej metodyki byl target wzbogacony
nanoczastkami srebra monoizotopowego (' AgNPET), do ktdrego wytworzenia
wykorzystano reagent zawierajacy tylko jeden z wystepujacych w naturze izotopow
srebra. Takie rozwiazanie przyczynito si¢ do utatwienia interpretacji wynikow analiz
MS ze wzgledu na uproszczenie rozkladu izotopowego na widmach masowych
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(Rysunek 4) [49]. Plytka ' AgNPET pozwolita na skuteczng i wydajng jonizacje
kilkudziesieciu zwigzkéw niskoczasteczkowych pochodzenia biologicznego [49],
ilo§ciowa analiz¢ aminokwasow [50], a takze analizg ztozonych mieszanin takich jak
mocz [51] czy surowica [52].
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Rysunek 4.  Symulowane rozktady izotopowe dla jonow '“Ag;* (A) i Ag;" (B)
Figure 4. Simulated isotopic distributions for ions 109Ag3+ (A) and Ag;™ (B)

2.5. NANOMATERIALY NA BAZIE PLATYNY

Wsrod nanostruktur metalicznych stosowanych w SALDI MS znalazly si¢ takze
nanomateriaty na bazie platyny. Nanoczastki platynowe majg kolor czarny, dlatego
moga by¢ stosowane przy kazdej dlugosci $wiatta emitowanego przez lasery.
Posiadajg wysoka temperature topnienia oraz niskg przewodno$¢ cieplna, wykazujac
przy tym bardzo duzg wydajno$¢ jonizacji analitu. Dodatkowym atutem jest duza
inertno$§¢ chemiczna platyny, ktéra nie wykazuje starzenia w warunkach
atmosferycznych [5].

Grupa badawcza Arakawy wielokrotnie prezentowata mozliwosci zastosowania
nanostruktur platynowych w laserowej spektrometrii mas. W 2010 roku opublikowali
prace dotyczaca syntezy PtNPs na powierzchni krzemu w wyniku bezpradowego
procesu galwanicznego. Nanoczastki te, ktore ze wzgledu na swoj wyglad badacze
okreslili jako nanokwiaty (ang. Nanoflowers, Nfs), zostaly uzyte jako aktywne
powierzchnie, z ktérych przeprowadzono desorpcj¢/jonizacje czasteczek powstatych
w wyniku trawienia kazeiny oraz innych analitoéw, w tym peptydow, fosfopeptydow,
fosfolipidow, weglowodanow, syntetycznych polimeréw [53] oraz wszystkich
aminokwasow biogennych [54].

Nanostruktury platyny osadzano na ro6znych materiatach réwniez w wyniku
fizycznego osadzania z fazy gazowej. W ten sposob naniesiono warstwe Pt o grubosci
20 nm na zadrukowany papier oraz ptytk¢ TLC z rozdzielonymi zwigzkami, co
pozwolito na sprawdzenie rozktadu powierzchniowego czasteczek w tych obiektach
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podczas obrazowania LDI MS [55]. T¢ samg metod¢ fizycznego osadzania
zastosowano takze do obiektu biologicznego, jakim byt skrawek szczurzego mozgu.
Tkanke pokryto warstwa nanostruktur platynowych o grubosci 3 nm i wykonano na
niej eksperyment obrazowania spektrometrig mas. Zabiegi te umozliwily zbadanie
rozktadu przestrzennego glicerolipidéw w tkance [56].

2.6. NANOMATERIALY NA BAZIE TLENKU TYTANU (1V)

Kolejnym materiatem, ktéry znalazt zastosowanie w laserowej spektrometrii
mas sg nanoczastki tlenku tytanu (IV) (TiO2). Z ich udziatem analizowano migdzy
innymi katechiny, kwas askorbinowy i teing wyekstrahowane z lisci herbaty.
TiONPs w tym eksperymencie wykorzystywane byly jako sondy do zatezania
zwigzkow chemicznych, a takze jako uklad aktywny, z ktérego przeprowadzano
desorpcje/jonizacje analitu. To podejscie zapewnilo wiele korzysci, jak chociazby
mate tto chemiczne w obszarze niskiego m/z oraz prostsze przygotowanie probki
1 dobrg powtarzalno§¢ wynikow [57]. Nanoczastki tlenku tytanu (IV) zostaly takze
wykorzystane przy analizie cukréw w ekstraktach z cebuli tulipana i czosnku, jak
rowniez bezposrednio w cienkich skrawkach tych tkanek roslinnych pokrytych
warstwg TiO,NPs [58].

Plytki stalowe z warstwg dwutlenku tytanu o grubosci 50 nm naniesiong
w procesie fizycznego osadzania z fazy gazowej zastosowano w pomiarach LDI MS
mieszanin cukréw i aminokwasow oraz ekstraktow z karczocha zwyczajnego. TiO»
okazata si¢ by¢ dobrym uktadem aktywnym w analizie SALDI malych czasteczek,
wykazujac niewielkie tlo chemiczne pochodzace gléwnie od jonoéw tlenku tytanu
(IV). Na wykonanych widmach MS widoczne byly addukty wszystkich
aminokwaséw 1 weglowodanéw obecnych w mieszaninach, za§ w ekstraktach
zidentyfikowano m. in. kwasy monokofeilochinowe, flawonoidy i laktony
seskwiterpenowe [59].

Warstwy nanorurek z dwutlenku tytanu wykonane przez anodowanie
elektrochemiczne folii tytanowej opisano jako skuteczne podloze do laserowej
desorpcji/jonizacji peptydow i1 malych czgsteczek. W pracy opublikowanej przez
Pireta i wsp., TiO:NTs umozliwity analiz¢ mieszaniny peptydow z granica
wykrywalnosci dla neurotensyny wynoszaca 10 femtomoli. Wydajno$¢ nanorurek
TiO, w jonizacji matych czasteczek zostala rowniez przetestowana pod katem
wykrywania sunitynibu (inhibitora kinazy tyrozynowej) i werapamilu. Granica
wykrywalnoS$ci obu czasteczek za pomoca tej techniki wyniosta 50 fmol [60].

Dwuwymiarowe nanoplatki (ang. Nanoflakes) TiO: zostaly wykorzystane przez
Gao 1 wspotpracownikow jako adsorbent i matryca w detekcji barwnikéw 1 ich
toksycznych metabolitéw metoda SALDI MS. Autorzy oznaczali male czasteczki
takie jak zielen malachitowa, fiolet krystaliczny i ich homologi w r6znych typach
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ztozonych probek, w tym w rybiej krwi czy ekstraktach rybich tkanek, w ktorych
zostaty zidentyfikowane z granicg wykrywalnosci 0,001-10 pg/ml [61].

2.7. INNE NANOMATERIALY

Nanomateriatlem umozliwiajagcym analizowanie duzych czasteczek metoda
SALDI MS sg nanostruktury rteciowo-tellurowe (HgTe), za pomoca ktorych istnieje
mozliwo$¢ oznaczenia zwigzkow o masach dochodzacych do 150 kDa. Swoje
unikatowe, jak na nanostruktury zastosowania zawdzigczaja wlasciwosciom, do
ktorych nalezg niska temperatura topnienia i niska przewodno$¢ -cieplna.
Wykorzystywanie ich w analizie bialek [62] oraz oligonukleotyddéw [63] zapewnia
latwiejsze przygotowanie probki, wigksza tolerancje na sole oraz duza powtarzalno$¢
wynikéw w porownaniu do metody MALDI z udziatem matrycy organicznej.

Struktury telluru w postaci nanoarkuszy (ang. Nanosheet) zostaly zastosowane
jako rozwigzanie w analizie malych czasteczek metoda LDI MS. Wyniki pomiaréw
zasad azotowych nukleotydow, kwasow thuszczowych i aminokwasow pokazuja, ze
nanostruktury telluru wydajnie pochtaniajg promieniowanie UV, a widma uzyskane
w trybie jonow ujemnych maja niewielkie tlo chemiczne [64].

Réwniez nanomateriat oparty o tlenek zelaza (II) znalazt swoje zastosowanie
w spektrometrii mas z laserowa desorpcja/jonizacja wspomagang powierzchnig.
Plytka pokryta nanoczastkami Fe;O4 zostata uzyta do analizy lipidow zaréwno w
roztworach, jak i w przypadku substancji pozostawionych na ptytce przez dotknigcie
palcem [65].

Ciekawym przyktadem zastosowania nanostruktur w badaniach materialu
biologicznego metoda laserowej spektrometrii mas jest opisana przez Gedda i Wu
technika analizy bakterii na powierzchni sfunkcjonalizowanych nanopretow tlenku
cynku. Autorzy wykazali, ze hydrofobowe nanopr¢ty ZnO zapewniaja znaczng
poprawe jonizacji analitu w porownaniu do konwencjonalnej techniki MALDI,
a przy tym nie wykazuja tta chemicznego na widmach MS. Uzycie tej powierzchni
do detekcji bakterii Escherichia coli w kroplach wody morskiej i moczu pozwolito
na osiggniecie wartosci LOD dla komorek bakteryjnych na poziomie 2,1x102
cfu*uL! [66].

UWAGI KONCOWE

W powyzszych rozdziatach przyblizono metody stosowane w SALDI MS,
jednak ze wzgledu na znaczng ilos$¢ literatury dostepnej na ten temat przytoczono
jedynie wybrane doniesienia naukowe. Prace nad tworzeniem kolejnych metod ciaggle
trwaja, czego dowodem moze by¢ réznorodnos¢ technik zaliczanych do SALDI MS
oraz ich zastosowanie w wielu obszarach analityki chemicznej i biochemiczne;.
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W przeciagu kilkunastu ostatnich lat wida¢ wyrazny postep w tworzeniu nowych
metod bezmatrycowych do laserowej spektrometrii mas, ktore zardbwno zwigkszyty
czulo$¢ oznaczen, jak i1 znaczaco poszerzyly zakres ich mozliwosci, zwlaszcza
w badaniach zwigzkow chemicznych o matych masach czgsteczkowych. Pomimo
zalet powyzszych metod brak jest komercyjnych rozwigzan dostepnych w handlu,
przez co metody te nie znalazty do chwili obecnej zastosowania w rutynowych
analizach. Brak jest rowniez badan dotyczacych powtarzalnosci technik SALDI
i stabilnoSci w czasie wytwarzanych w laboratoriach ptytek pokrytych
nanoczastkami. Z tych wzgledéow opisane metody nalezy traktowac jako
uzupetnienie metody MALDI MS.
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