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ABSTRACT

Metallic nanoparticles, especially silver nanoparticles, have attracted much
attention due to their unique physical, chemical and opto-electronic properties.
Silver nanoparticles have been successfully applied as a matrix replacement for the
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (LDI-ToF-MS). Silver
nanoparticles (AgNPs) can efficiently absorb ultraviolet laser radiation, transfer
energy to the analyte and promote analyte desorption, but also constitute a source of
silver ions suitable for analyte cationisation. Nanoparticles, producing spectra with
highly reduced chemical background in the low m/z region, are perfectly suited for
low-molecular weight compound analysis and imaging.

AgNPs have been demonstrated to allow efficient capture of different chemical
compounds (including amino acids, cholesterol, fatty acids) on their surface, thus
efficiently promoting their desorption and gas phase cationisation. The minimum
detectable amount for those organic and biological molecules is often in the fmol
range [23]. Despite the fact that scientists have developed a variety of methods for
the synthesis of silver nanoparticles, there are still problems with obtaining surfa-
ces with nanoparticles of high durability and chemical purity. Recently, a successful
application of cationic silver nanoparticles (AgNPs), which were placed on MALDI
targets for highly sensitive detection of b-ribose at attomolar levels as well as analy-
sis of biological samples such as urine and blood serum [51] was shown. The appli-
cation of new '”AgNPET surface has been presented with examples of analysis of
nucleosides and nucleic bases [60].

One of the main directions of development of LDI-MS is the imaging mass
spectrometry (MSI), enabling the visualization of surface distribution of biological
samples. The critical limitations of the spatial resolution of MALDI-MSI are the size
of the organic matrix crystals and the analyte migration during the matrix applica-
tion process. To overcome these problems, researchers tried to use nanoparticles as
substitutes of organic matrices. In 2013 Ruman group presented that direct contact
of the analysed object with Ag nanoparticle-covered target permits direct surface
transfer of chemical compounds. The active surface becomes then a “chemical pho-
tograph” of an object and allows MS analysis and MS imaging [68].

Keywords: low molecular weight compounds, mass spectrometry, mass spectrome-
try imaging, matrices, matrix free-system, silver nanoparticles

Stowa kluczowe: zwigzki niskoczgsteczkowe, spektrometria mas, obrazowanie spek-
trometrig mas, matryca, uklady bezmatrycowe, nanoczgstki srebra
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WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich 15 lat znacznie wzrosta liczba doniesiet naukowych na temat
wykorzystania spektrometrii mas z laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana
matrycg (MALDI MS). Technike MALDI MS charakteryzuje wysoka czulo$¢ oraz
szybko$¢ analizy nie tylko zwigzkow jonowych, takich jak biatka, peptydy czy kwasy
nukleinowe, ale takze réznych niejonowych zwigzkéw chemicznych, wérdd ktérych
bardzo istotnymi sg lipidy czy sacharydy [1-6]. Technika ta umozliwia wykrywanie
substancji w szerokim zakresie mas, co pozwala na jej zastosowanie w réznych dzie-
dzinach chemii i biologii.

Powazng wadg techniki MALDI MS jest obecnos¢ na widmie pikéw pochodza-
cych od jonéw zwigzanych z obecno$cia matryc organicznych, ktore przyczyniajg
sie do ttumienia pikow analitu [7-12] i sa Zrédlem znacznej ilo$ci pikow w zakresie
ponizej m/z 1000. Efektu ttumienia mozna unikng¢ poprzez zastosowanie metod
bezmatrycowych opierajacych sie na zastosowaniu réznych nanostruktur. Nano-
struktury czesto pozwalaja nie tylko na redukcje tta chemicznego w niskim zakresie
m/z, ale takze znacznie polepszaja klarownos$¢ widma, ponadto w znacznym stop-
niu utatwiajg przygotowanie probki. Co wiecej, metody oparte na nanostrukturach,
a zwlaszcza te, w ktorych nanostruktury tworzg aktywng powierzchnie, pozwalajg
na wyeliminowanie szeregu probleméw niejednorodnosci powierzchni badanej
(efekt ,,sweet spot”) [13].

Kilka lat po przedstawieniu metody MALDI opartej na matrycach organicz-
nych, Karas [1] i Tanaka [14, 15] eksperymentowali z mieszaning proszkéw nieorga-
nicznych, badajgc ich zdolnoé¢ do jonizacji analitu. Tanaka, jako pierwszy wykryt
biatka i polimery za pomocg ukladu dwufazowego, zawierajgcego kobalt w postaci
bardzo drobnego proszku (30 nm) zawieszonego w glicerolu [14]. W 1995 Sunner
i wsp. zastosowali zamiast matryc organicznych czastki grafitu zawieszone w glice-
rolu [16]. Czastki nieorganiczne wspieraja proces jonizacji poprzez pochlanianie
energii lasera i utatwienie desorpcji termicznej analitu. Inni autorzy takze testowali
réznej wielkos$ci czgstki metaliczne zawieszone w glicerolu lub w innych cieczach.

Jednak gtéwng wadg takich rozwigzan jest wystepowanie zjawiska ,,sweet spot’,
a takze problem z zastosowaniem tych rozwigzan dla instrumentéw z pionowg
pozycja plytki (targetu) [14, 16-18].

Zastosowanie AgNPs w analizie biomolekularnej zapewnia wiele korzysci m.in.:
(i) relatywnie wysoka tolerancja na sole, (ii) eliminacja zakt6cenn pochodzacych od
jonéw matrycy organicznej, (iii) wystepowanie na widmie wysoce powtarzalnych
sygnatéw oraz (iv) mozliwo$¢ kalibracji wewnetrznej na pikach pochodzacych
od jonéw srebrowych. Ponadto, aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza
nanoczastek srebra zapewnia pewng ochrone¢ badanych tkanek.

Niniejsze opracowanie jest podzielone na pie¢ rozdzialéw opisujacych rézne
aspekty zastosowania nanoczastek srebra w technice laserowej desorpcji/joniza-
¢ji (LDI MS). Pierwsze dwa rozdzialy dotycza zastosowania nanoczastek srebra
w ,konwencjonalnej” analizie LDI MS, gdzie nanostruktury srebra stosowane sg
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jako dodatki ulatwiajace jonizacje jonowych i niejonowych analitéw. Trzeci rozdziat
skupia si¢ na zastosowaniu AgNPs w analizie mikroorganizmdéw oraz produktow
ich metabolizmu. Czwarty natomiast dotyczy przykltadow zastosowania aktywnych
powierzchni zawierajacych nanostruktury srebrowe. Ostatni rozdzial opisuje zasto-
sowanie AgNPs w obrazowaniu LDI MS réznych powierzchni.

1. AgNPs W ANALIZIE ZWIAZKOW JONOWYCH

Mechanizm desorpcji i jonizacji w ukladach z nanostrukturami srebrowymi
jest skomplikowany i nie do konca jeszcze poznany. Podobnie jest takze w przy-
padku szeregu innych nanostruktur. Zwykle zaklada si¢, ze mechanizm desorp-
cji/jonizacji dla analitu znajdujacego si¢ na lub w poblizu nanoczastek polega na
absorpcji nanosekundowych impulséw lasera przez nanoczastki, czego skutkiem
jest niemal natychmiastowe, gwaltowne ogrzewanie analitu i wybuchowe przejscia
fazowe. Jednak Silina i in. sugerujg istnienie innego mechanizmu - indukowanej
swiattem desorpcji akustycznej (ang. laser-induced acoustic desorption, LIAD), gdzie
jony sa desorbowane w wyniku efektéw mechanicznych.

Efekt LIAD jest wywolany poprzez impulsy akustyczne w obrebie cienkiej
warstwy nanostrukturalnej i jego charakter zmienia si¢ znaczgco wraz ze wzro-
stem grubosci warstwy [19]. Poza efektami typowo fizycznymi opisanymi powyzej,
nanostruktury wykazuja takze szereg interesujacych wlasciwosci zwigzanych raczej
z charakterem chemicznym [20, 21].

Hua i in. [21], a nast¢pnie takze inni badacze [22, 23] opracowali metode
nano-PALDI, w ktdrej wykorzystali AgNPs stabilizowane cytrynianem w celu sku-
tecznej desorpcji/jonizacji kilku peptydéw [21-23]. Autorzy zastosowali dwa mode-
lowe peptydy: bradykinine (0,1 mg/ml) oraz angiotensyne I (0,5 mg/ml) w obecno-
$ci $rodka powierzchniowo czynnego oraz odpowiedniej soli, aby zbada¢ potencjat
nanoczastek srebra petniacych funkcje matrycy w procesie jonizacji [21]. Nano-
czastki srebra otrzymano w wyniku redukeji chemicznej azotanu srebra z zasto-
sowaniem procedury opisanej wczesniej w literaturze [24], wg ktérej do roztworu
2 mM cyjanoborowodorku sodu w 1% roztworze cytrynianu sodu wkraplano 5 mM
roztwér azotanu srebra w warunkach intensywnego mieszania. Powstale AgNPs
wielko$ci 160 + 20 nm umozliwily skuteczng desorpcje/jonizacje wspomnianych
peptydow nie powodujac fragmentacji [21, 22]. Procedura opisana przez tg grupe
[21] jest dosy¢ prosta do zastosowania, jako Ze autorzy zalecaja naniesienie na plytke
MALDI 0,5 pul zawiesiny nanoczastek, a nastepnie 0,5 pl roztworu analitu oraz susze-
nie strumieniem powietrza [21].

Co ciekawe, Hua i in. w swoich badaniach wykazali, Ze nanoczastki srebra moga
by¢ stosowane do desorpcji/jonizacji peptydow, a rozdzielczos¢ otrzymanych widm
jest identyczna jak w przypadku analizy MALDI z uzyciem matrycy organicznej.
Ponadto, w przeciwienstwie do wczesniejszych prac tych autoréw, nie zaobserwo-
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wano na widmie obecnosci pikéw adduktéw peptydéw z kationami sodu czy potasu
[21].

Powszechnie znane powinowactwo tioli do jonéw srebra lub zlota zostalo
wykorzystane w celu wykrycia peptydow zawierajacych cysteine przez Shrivasa i in.
[23]. Autorzy wykazali, ze AgNPs z powodzeniem mogg by¢ stosowane w metodzie
AP-MALDI-ITMS (ang. atmospheric pressure matrix-assisted laser desorption/ioni-
zation ion-trap mass spectrometry) do analizy biotioli (tj. glutation) czy tiopeptydow
obecnych w moczu.

Nanoczastki srebrowe wielkosci 10 oraz 20 nm bez stabilizatora oraz stabili-
zowane CTAB (ang. cetyl trimethylammonium bromide) oraz cytrynianem otrzy-
mano poprzez redukcje jondw srebra za pomocg NaBH, [23]. Autorzy przedstawili
rezultaty analizy lekéw zawierajacych siarke oraz biotioli bez konieczno$ci wykony-
wania dodatkowego etapu rozdzielania i przemywania [23].

Niemodyfikowane AgNPs w poréwnaniu z stabilizowanymi CTAB oraz cytry-
nianem nanoczgstkami srebra, wykazujg najlepsza wydajnos¢ jonizacji. Powodem
wysokiego powinowactwa AgNPs do biotioli jest, jak twierdzg autorzy, tworzenie sie
wigzan kowalencyjnych Ag-S. Adsorpcja biotioli na powierzchni AgNPs spowodo-
wala 4—15-krotne zwigkszenie czulosci analizy badanych biotioli [23].

Bioragc pod uwage opisane oddzialywania nanoczgstek metali szlachetnych
z biomolekutami [25-27], Shrivas i in. [28], zastosowali do analizy peptyddéw i bia-
tek nanoczastki srebra zmodyfikowane ligandami hydrofobowymi. Reakcje pomie-
dzy AgNPs, a dodekanotiolem i oktadekanotiolem prowadzono w toluenie stosujac
mikroekstrakeje ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid microextraction, LLME).

Ta sama grupa naukowcow opracowala jednoetapowa metode ekstrakcji pep-
tydow z prébek biologicznych z zastosowaniem nanoczastek srebra w procesie eks-
trakcji do pojedynczej kropli (ang. single drop microextraction, SDME). Nanoczastki
srebra wytworzono w ukladzie wodnym przez redukcje AgNO, za pomocg NaBH,,
a nastepnie derywatyzacje nanoczastek i przeniesienie do fazy organicznej zawiera-
jacej dodekanotiol lub oktadekanotiol.

Otrzymane t3 metoda zmodyfikowane AgNPs posiadaly zwykle rozmiary
mniejsze niz 50 nm [28]. Shrivas i in. opisali takze tworzenie nanoczastek srebra
stabilizowanych bromkiem tetraalkiloamoniowym [29]. Stabilizowane nanostruk-
tury wytworzone w toluenie zostaly zastosowane w funkcji elektrostatycznych sond
powinowactwa do wstepnego zatezania mieszaniny peptydéw z probek biologicz-
nych, te ostatnie analizowane byly nastepnie metoda laserowej desorpcji/jonizacji
wspomaganej matrycg pod ci$nieniem atmosferycznym AP MALDI z pulapka
jonowa.

Stabilizowane bromkiem tetraoktyloamoniowym (ang. tetraoctylammonium
bromide, TOAB) nanoczastki srebra wytworzono poprzez redukcje AgNO, za
pomocg NaBH, w uktadzie dwufazowym zawierajgcym TOAB w toluenie. Roz-
twory wodne badanych peptydéw wytrzasano z 0,8 pL zawiesiny AgNPs w toulenie,
po czym faze toluenowg zebrano i umieszczono na plytce do analizy MS [29].
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W roku 2010 Kailasa i in. [30] opisali zastosowanie nanoczgstek selenku srebra
(Ag,Se) modyfikowanych oktadekanotiolem (ang. octadecanethiol, ODT) i kwa-
sem 11-merkaptoundekanowym (ang. II-mercaptoundecanoic acid, MUA) jako
,»sond ekstrakcyjnych” do analizy hydrofobowych peptydéw i bialek w roztworach
wodnych. Funkcjonalizowane Ag SeNPs wytworzono w reakgji azotanu srebra ze
sproszkowanym selenem i oktadekanoaming. Reakcje prowadzono w temperatu-
rze 180°C przez 10 minut. Otrzymane w postaci zawiesiny w toluenie nanoczgstki
miaty kulisty ksztalt i rozmiary w zakresie od 7 do 10 nm. W celu analizy peptydow
wymagane byto zmieszanie sfunkcjonalizowanych Ag SeNPS zawieszonych w tolu-
enie z mieszaning peptydow oraz wirowanie, a nastgpnie umieszczenie 2 pl fazy
organicznej z ta samg objetoscia roztworu matrycy CHCA na plytce MALDL

Nanoczgstki Ag Se@ODT i Ag,Se@MUA okazaly si¢ by¢ dobrymi hydrofobo-
wymi nanosondami umozliwiajacymi skuteczng ekstrakcje peptydéw w obecnosci
substancji przeszkadzajacych, takich jak mocznik, Triton X-100 czy chlorek sodu
[30].

Wspomniana wczesniej grupa pod kierunkiem Shastri uzyskata interesujace
wyniki w mikroekstrakcji oraz identyfikacji markeréw bialkowych stosujac zmo-
dyfikowane nanoczastki srebra: Ag@ODT/AMP (ang. I-octadecanethiol/4-ami-
nothiophenol, ODT/AMP) oraz Ag@ODT/TG (ang. I-octadecanethiol/I-thiogly-
cerol, ODT/TG). W poréwnaniu z konwencjonalng metodg MALDI ToF MS przy
zastosowaniu optymalnych parametréw systemu Ag@ODT/AMP zaobserwowano
10-15-krotny wzrost intensywnos¢ sygnatow.

Niedawno Kawasaki i in. [32] przedstawili metode¢ analityczng polegajaca na
zastosowaniu efektu zlokalizowanego powierzchniowo rezonansu plazmonowego
(ang. localized surface plasmon resonance, LSPR) w laserowej desorpcji/jonizacji
wspomaganej matryca (ang. matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI)
z wykorzystaniem trdjkatnych nanoplytek srebrowych (ang. silver nanoplates,
AgNPLs) unieruchomionych na podtozu stalym. AgNPLs wytworzono w prostej
reakcji azotanu srebra z borowodorkiem sodu w obecnosci stabilizatora - cytrynianu
trisodowego. Pierwszym krokiem tej syntezy byla redukcja AgNO, za pomocg boro-
wodorku w obecnosci cytrynianu trdjsodowego. Otrzymano stabilizowane cytry-
nianem zarodki AgNPL, ktére napromieniowano $wiattem 550+100 nm w tempera-
turze 50°C. Drugim krokiem tej syntezy byla kontrola wzrostu nanostruktur srebra,
w celu ulatwienia dalszego wzrostu AgNPLs, az do uzyskania rozmiaru 30-70 nm.
Zmodyfikowane trypsyna AgNPLs unieruchomiono na ptytce MALDI z dodatkiem
kwasu synapinowego jako matrycy, w celu przebadania ich zastosowania jako inhi-
bitoréw trypsyny sojowej (SBTI) [32].

Fujino i in. [33] w celu polepszenia stabilno$ci zawiesiny AgNPs zastosowali
unieruchomione zeolitem nanoczastki srebra o rozmiarach 20-35 nm. Otrzymany
uktad zeolit-nanoczastki (ang. nanoparticle-zeolite system, AgNPs-NH,ZSM,) moze
by¢ skutecznym donorem Ag'. Autorzy przewiduja, ze zeolit moze dzialaé jako
dobry odbiornik energii cieplnej zapobiegajac niszczeniu AgNPs w procesie fotow-



526 J. SEKULA, J. NIZIOE, T. RUMAN

zbudzania. Nowy material zastosowano w technice LDI MS do analizy jonowych
i niejonowych substancji biologicznie czynnych o matej masie czasteczkowej, w tym
do analizy kwasu acetylosalicylowego, L-histydyny, glukozy, mocznika, choleste-
rolu, a takze matych zwigzkéw wystepujacych w surowicy ludzkiej.

2. AgNPs W ANALIZIE ZWIAZKOW NIEJONOWYCH

Sherrod i in. [22], w swojej pracy wykorzystali oddzialywania jony srebra-ole-
finy, w celu selektywnej jonizacji steroli i lipidow w obecno$ci nanoczastek srebra
o rozmiarach 20 oraz 60 nm. Autorzy w swoich badaniach analizowali probke skta-
dajaca si¢ z mieszaniny 12 zwigzkow o réznej polarnosci, stosujac do tego celu mie-
szaning sktadajaca sie z matrycy DHB i azotanu srebra (Rys. 1A), lub tylko AgNPs
(Rys. 1B).
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Rysunek 1. Widma MS mieszaniny peptydéw (goéra, A) wykonane z wykorzystaniem DHB/AgNO, oraz fos-
focholiny i cholesterolu (dét, B) wykonane z wykorzystaniem AgNPs. Przedrukowano za zezwole-
niem D. Sherrod, A.]. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008, 80, 6796.
Prawa autorskie (2008) naleza do American Chemical Society

Figure 1. MS spectra of a peptide mixture obtained with DHB/AgNO, (A), phosphocholine and cholesterol
obtained with AgNPs (B). Reprinted with permission from D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell,
PS. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008, 80, 6796. Copyright 2008 American Chemical
Society



ZASTOSOWANIE NANOCZASTEK SREBRA 527

Szczegdlnie interesujace okazalo sig, ze przy wykorzystaniu matrycy organicznej na
widmie zaobserwowano jedynie addukt [cholesterol-H,O+H]" natomiast nie zaob-
serwowano adduktow ze srebrem. Natomiast w przypadku wykorzystania AgNPs
(Rys. 1A), na widmie widoczne sg piki pochodzace od adduktu [cholesterol+Ag]*
oraz dodatkowe wysokie piki Ag) i Ag; (Rys. 1B) [22].

Ta sama grupa naukowcow z powodzeniem wykorzystata 20 nm AgNPs, w celu
ulatwienia jonizacji dwdch karotenoidéw (f-karotenu i fitoenu) wystepujacych
w probce soku marchwiowego (Rys. 2), bedacego ztozong mieszaning witamin,
mineratéw, terpenoiddéw, lipidow, weglowodandw, cukréw, bialek, karotenoidow
oraz aminokwaséw. Rysunek 2 przedstawia widmo LDI MS, na ktérym wyraznie
widoczne sa dwa sygnaly odpowiadajace adduktom [f-karoten+Ag]™ (m/z 643,3)
oraz [fitoen+Ag]" (m/z 651,4). Przy czym wart podkreslenia jest fakt, iz obydwa te
zwiazki charakteryzuja si¢ niska, a nawet bardzo niska polarnoscig [22].
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Rysunek 2.  Widmo MS $wiezo wycisnietego soku z marchwi otrzymane z wykorzystaniem 20 nm AgNPs.
Przedrukowano za zezwoleniem D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell,
Anal. Chem., 2008, 80, 6796. Prawa autorskie (2008) naleza do American Chemical Society
Figure 2. Mass spectrum of freshly squeezed carrot juice obtained with 20 nm AgNPs. Reprinted with per-

mission from D. Sherrod, A.J. Diaz, W.K. Russell, P.S. Cremer, D.H. Russell, Anal. Chem., 2008,
80, 6796. Copyright 2008 American Chemical Society

W 2008 roku Chiu i in. [34] zastosowali nanoczgstki srebra w technice lase-
rowej desorpcji/jonizacji wspomaganej powierzchnia (SALDI MS), w celu iden-
tyfikacji trzech estrogenéw: E1, E2 i E3. Po wstepnym zat¢zeniu, badane zwigzki
byly adsorbowane na AgNPs, a nastepnie bezposrednio analizowane. Prég detekcji
tych trzech zwigzkow wynosit odpowiednio 2,23 uM dla estronu (E1), 0,23 pM dla
estradiolu (E2) oraz 2,11 uM dla estriolu (E3). Nanostruktury srebra o rozmiarach
34+3 nm otrzymano nieco zmodyfikowana metoda zaproponowang przez Lee i in.
[33], w ktorej wodny roztwor azotanu srebra gotowano z dodatkiem cytrynianu tri-
sodowego. Nalezy jednak zaznaczy¢, Zze oméwiona procedura zalicza si¢ raczej do
grupy metod nano-PALDI jako, ze nie stosowano modyfikowanych nanostruktu-
rami powierzchni targetu pomiarowego.
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Wang i in. [36] opisali mozliwos¢ analizy antybiotykéw aminoglikozydo-
wych wystepujacych w probkach osocza ludzkiego za pomoca techniki SALDI
MS z wykorzystaniem nanoczgstek srebra pokrytych warstwa zlota (Au@
AgNPs). W swoich badaniach naukowcy zalozyli, ze stabilizowane cytrynianem
Au@AgNPs przyciagaja dodatnio natadowane aminoglikozydy poprzez oddzialy-
wania elektrostatyczne. Syntez¢ ujemnie naladowanych nanoczastek srebra prze-
prowadzono wykorzystujac metode kontrolowanego wzrostu zarodkéw (seed-
-mediated growth). Bimetaliczne nanoczastki Au@AgNPs o rozmiarach 39+5 nm
otrzymano poprzez zmieszanie wodnego roztworu AgNO, z roztworem koloidal-
nego zlota, tak powstalg mieszanine dodano nastepnie do roztworu hydrochinonu.
Otrzymang zawiesing Au@AgNPs mieszano z roztworem aminoglikozydéw przez 1
godzing, po czym odwirowano. Po usunieciu supernatantu, nanoczastki przemyto
woda, a nastepnie osadzono na plytce (target) i wysuszono na powietrzu. Granice
wykrywalnosci aminoglikozydéw w probkach osocza okreslono na 9, 130, 81 i 180
nM odpowiednio dla paromomycyny, kanamycyny, neomycyny i gentamycyny [36].

Gholipour i in. [37] jako pierwsi zbadali mozliwos¢ zastosowania nanoczastek
diamentowych, srebrowych, dwutlenku tytanu, tlenku barowo-strontowo-tyta-
nowego ((BaTiO,)(SrTiO, BaSrTiO), oraz tlenku tytanowo-krzemowego (TiSiO,)
w analizie MALDI-MS weglowodanéw zawartych w tkankach roslinnych. Autorzy
wykorzystali dostepne handlowo nanoczastki srebra o rozmiarach mniejszych niz
20 nm do analizy sacharozy i fruktanéw za pomoca laserowej desorpcji/jonizacji
w trybie jondw dodatnich i ujemnych. Wszystkie badane nanoczastki z wyjatkiem
Ag umorzliwialy desorpcje i jonizacje weglowodanéw w trybie jonéw dodatnich
i yjemnych. Nalezy zaznaczy¢, iz obserwacja dotyczaca AgNPs jest nieoczekiwana
oraz sprzeczna z innymi wynikami opisywanymi w tym przegladzie i prawdopodob-
nie wynika ze zbyt duzego stezenia srodkow stabilizujacych albo ze zbyt wysokiego
pH zawiesiny AgNPs lub AgNPs-analit.

W 2012 Nie i in. [38] zaproponowali zastosowanie dostepnych handlowo
20 nm AgNPs w technice powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana
i LDI MS (ang. surface-enhanced Raman spectroscopy and LDI MS, SER/LDI MS),
w celu wykrycia oraz pozyskiwania informacji z probek stalych bez koniecznosci
stosowania dodatkowych etapdw przygotowania i oczyszczania probki. W ekspe-
rymentach LDI, nanoczgstki srebra zawieszono w uktadzie metanol-woda zawiera-
jacym cytryniany, a nastepnie mieszano przez noc z badanymi prébkami (1 mM),
po czym 1 pL powstalej mieszaniny nalozono na warstwe tlenku indowo-cynowego
(ITO) osadzonego na podtozu szklanym.

Zwigzki takie jak p-aminotiofenol, rodamina 6G i cholesterol wybrane do
analizy przy uzyciu techniki SER/LDI MS wykazuja silne interakcje z AgNPs. Dla
pierwszego zwigzku zaobserwowane na widmie piki pochodzily od jonéw zawie-
rajacych w swym sktadzie p-aminotiofenol oraz 1-3 jony/atomy srebra, natomiast
w przypadku rodaminy 6G i cholesterolu znaleziono piki bedace prostymi adduk-
tami z kationami H" oraz Ag" [38].
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Grupa Preislera opracowala metod¢ identyfikacji steroli tj. brassikasterol
(BR), cholesterol (CH), stigmasterol (ST), kampesterol (CA) oraz f3-sitosterol (SI)
wystepujacych w prébkach oliwy z oliwek, oleju Inianego oraz stonecznikowego
za pomocg chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz z zastosowa-
niem wspomaganej powierzchnig laserowej desorpcji/jonizacji (RPLC-SALDI
MS). W opracowanej metodzie badane prébki poddano zmydlaniu w $rodowisku
alkalicznym, po ktérym wykonano ekstrakcje frakcji niezmydlajacych si¢ eterem
dietylowym. Sterole rozdzielano na kolumnie z wypelnieniem typu C,, w gradien-
cie metanolowo-wodnym. Prébke do analizy SALDI przygotowano wykorzystujac
metode automatycznego nakladania kropli badanej substancji na plytke, po czym
w to samo miejsce nakroplona zostala zawiesina srebra. Zastosowanie nanoczastek
srebra jako matrycy w technice SALDI pozwolilo na jonizacje¢ niepolarnych anali-
tow zapewniajac bardzo niskie granice wykrywalnosci 12 i 6 fmol odpowiednio dla
cholesterolu oraz f3-sitosterolu [39].

Nanostruktury tlenku srebra (I) otrzymane metodg strgcania na mokro podob-
nie jak nanoczastki srebra zostaly zastosowane przez Taira i in. jako $rodki katio-
nizujace. Autorzy w swoich badaniach przeprowadzili analize LDI MS tyminy oraz
promotoréw wzrostu wloséw (¢-flavanon oraz minoksydyl). Na otrzymanych przez
nich widmach widoczne s3 addukty tych zwigzkéw z kationami H', Na* oraz Ag"
[40].

3. NANOSTRUKTURY SREBRA W ANALIZIE MIKROBIOLOGICZNE]

Metod¢e MALDI MS z uzyciem nanostruktur srebra wykorzystano do scha-
rakteryzowania gatunkow bakterii patogennych. AgNPs majg wysoki stosunek
powierzchni do objetosci, dlatego tez zostaly zastosowane jako sondy powinowac-
twa (affinity probes) do wigzania calych komorek mikroorganizméw [41]. General-
nie, uwaza sie, ze do przeprowadzenia analizy potrzebne s3 minimum ~ 10* komo-
rek bakteryjnych, dlatego tez probki zakaznych pltynéw biologicznych oraz probki
plynow fizjologicznych pobranych od oséb z zatruciem pokarmowym moga by¢
trudne do przeanalizowania bezposrednio za pomocg MALDI MS ze wzgledu na
stosunkowo niskg zawarto$¢ komodrek w cieczy.

Powaznym problemem w analizie mikroorganizméw za pomocg techniki
MALDI/nanoPALDI/SALDI sa szeroko opisywane w literaturze wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne i przeciwgrzybicze jonéw oraz nanostruktur srebrowych. Aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna wzrasta wraz ze wzrostem stezenia AgNPs i prowadzi do
spadku intensywnosci sygnaléw pochodzacych od biatek sygnatowych na widmie
masowym. Problem ten zauwazono nie tylko przy zastosowaniu srebra, ale takze
w przypadku innych nanoczastek, takich jak nanoczastki TiO, i ZnO. Dlatego tez
w analizach LDI MS kluczowym czynnikiem jest kontrola stezenia nanoczastek
[41]. Niedawno ten wazny temat dotyczacy analizy oraz identyfikacji drobnoustro-
jow metodami laserowymi MS z wykorzystaniem nanostruktur zostat opisany przez
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Chiu [41]. Podobne badania przedstawila grupa Bright'a, opisujac zastosowanie
techniki MALDI ToF MS w identyfikacji mikroorganizmow, takich jak wirusy, bak-
terie, zarodniki i komorki grzybéw [42]. Rownolegle Yao i in. [43] opisali zasto-
sowanie MALDI MS do identyfikacji i scharakteryzowania peptydow, jak réwniez
bialek w ,,nienaruszonych” mikroorganizmach. W celu zwigkszenia czulosci ana-
lizy mikroorganizmow tj. Escherichia coli i Serratia marcescens technika MALDI
MS Wu i in. [44] zastosowali niemodyfikowane nanoczastki srebra. Wyniki badan
tych naukowcow wskazuja, ze zsyntetyzowane nanoczastki srebra o rozmiarach
50-100 nm i odpowiednich stezeniach moga by¢ stosowane do wychwytywania
i analizy bakterii w probkach jogurtu.

Ci sami badacze wykonali badania, w ktérych do bakterii w trakcie ich poczat-
kowej fazy wzrostu dodali AgNPs, w celu przystosowania mikroorganizméw do
obecnosci ciat obcych. Ponadto opisali mozliwo$¢ zastosowania techniki MALDI
MS do oceny jakosci oraz przydatnoséci do spozycia mikroorganizméw zawartych
w jogurcie [45].

Niemodyfikowanych AgNPs uzyto takze w analizie MALDI MS, celu zwigksze-
nia czuto$ci detekeji mikroorganizméw tj. E. coli, S. marcescen, B. lactis; L. acidophi-
lus, S. thermophilus, L. bulgaricus, L. acidophilus, B. longum, L. bulgaricus and S.
thermophilus w probkach Zywnosci [44]. Badane byly takze wzajemne oddzialywa-
nia bakterii z nanoczastkami odpowiedzialnymi za mozliwo$¢ wykrywania i identy-
fikacji substancji mikrobiologicznych za pomocg techniki MALDI MS.

4. AKTYWNE POWIERZCHNIE Z NANOSTRUKTURAMI SREBRA
W LDI-MS

MALDI MS jest dosy¢ rzadko stosowany w analizie zwigzkéw maloczastecz-
kowych (MW< 800 Da), poniewaz najcze$ciej stosowane matryce to maloczgstecz-
kowe kwasy organiczne przyczyniajace si¢ do powstania wiekszej ilosci sygnatow
w niskim zakresie mas [40, 45, 46]. Problem ten moze zosta¢ czg$ciowo rozwigzany
poprzez zastosowanie techniki SALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspomagana
powierzchnig), ktorg pierwotnie opracowat Sunner i in. [16]. W technice SALDI
proces desorpcji/jonizacji odbywa si¢ z wykorzystaniem aktywnych powierzchni
bez koniecznoéci stosowania ,.tradycyjnej” organicznej matrycy. Powierzchnie
SALDI czgsto zawieraja organiczne, nieorganiczne lub metaliczne mikro- lub nano-
struktury. SALDI nalezy traktowac jako ogdlne okreslenie metod z zastosowaniem
nanoczastek np. AGNPET, AuNPET, NALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspo-
magana nanostrukturami) [49], nano-PALDI (laserowa desorpcja/jonizacja wspo-
magana nanoczgstkami) lub inne metody [50], w ktorych nanostruktury zwigzane
s3 do powierzchni plytki przed nalozeniem badanej probki. Nalezy zaznaczy¢, ze
pomimo, iz NALDI jest ogélng nazwa metod opartych o zastosowanie powierzchni
zlozonych z nanostruktur to w literaturze nazwa ta gléwnie odnosi si¢ do metody
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opracowanej przez firme¢ Bruker Daltonics wykorzystujacej powierzchnie zawiera-
jace nanodruty krzemowe.

Metody LDI zaliczaja si¢ do metod migkkiej jonizacji gdzie fragmentacja ana-
litu jest stosunkowo niewielka w poréwnaniu do innych metod jonizacji, dzieki
czemu znacznie ulatwiaja analizy delikatnych zwigzkéw chemicznych czy makro-
czasteczek [51]. Metody SALDI z wykorzystaniem AgNPs maja ogromny potencjal,
poniewaz AgNPs wyjatkowo skutecznie pochlaniajg ultrafioletowe promieniowanie
lasera, energia ta jest nastepnie przekazywana w procesie desorpcji/jonizacji m.in.
do czgsteczek analitu [52-54].

W literaturze mozna znalez¢ liczne doniesienia naukowe dowodzace, iz srebro
jest bardzo dobrym czynnikiem kationizujacym, czgsto stosowanym w spektrome-
trii mas do analizy réznych olefin tj. cholesterol, kwasy ttuszczowe, ale takze do
analizy $rednio- oraz malo polarnych polimeréw. Zostalo réwniez udowodnione,
ze AgNPs maja zdolnos$¢ do skutecznego wigzania na swojej powierzchni réznych
zwigzkéw chemicznych. Promujg tym samym ich kationizacje. Limity detekeji dla
zwigzkow wykrywanych z ich uzyciem sg rzedu fmol [23].

W 1999 roku grupy Buriaka i Siuzdak’a opracowaly metode laserowej desorp-
cji/jonizacji na porowatym krzemie (DIOS) (ang. desorption/ionization on porous
silicon, DIOS) pozwalajaca na analize czasteczek o matych masach czasteczkowych
[55]. W metodzie tej stosuje si¢ stale podloza, najczesciej porowaty krzem lub zmo-
dyfikowang krzemionke, spelniajace funkcje matrycy. Porowaty krzem, uzyskano
poprzez trawienie ptytek krzemowych, np. metoda galwanostatyczng. Material ten
charakteryzuje si¢ dobrze rozwinigta powierzchnia, co umozliwia nie tylko sku-
teczne osadzanie na niej analitu, ale i intensywng absorpcj¢ promieniowania lasero-
wego. Wadg metody DIOS jest czgsto ograniczony zakres mas badanych zwigzkdow.
Podejscie to zostalo rozwinigte przez mozliwos$¢ wykorzystania réznych nanostruk-
tur krzemu oraz kilku rodzajéw nanoczastek (Ag, Au, P, HgTe, ZnS, nanokrysta-
liczne TiO,, MnO,, Mn,0,) [56]. Jednakze gléwna wada materialéw porowatych
jest utrata aktywnosci po odparowaniu wody, proces ten moze nastapic juz w ciagu
kilku dni.

Kilka lat temu grupa Xiao zaproponowala ulepszong metode DIOS (desorp-
cja jonizacja na porowatym krzemie) do LDI MS, w ktdrej porowata powierzchnie
krzemu zmodyfikowano poprzez osadzenie AgNPs. Autorzy do testéw zmodyfi-
kowanej metody wykorzystali tetra-pirydylo porfiryne (TPyP), oligomery glikolu
polietylenowego (PEG 400 i 2300) oraz peptyd oksytocyne. Wartosci limitu wykry-
walnosci (ang. limit of detection, LOD) dla PEG-400, PEG-2300, oksytocyny oraz
TPyP sg bardzo niskie i wynosza odpowiednio 3,0 pmol, 30 pmol, 400 fmol, 5 fmol.
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze porfiryny byly proponowane wczesniej jako poten-
cjalne matryce, dlatego tez nie sg najlepszym przykltadem zwigzkow testowych [57].

Dufresne i in. zbadali mozliwo$¢ napylenia metalicznego srebra na skrawki
tkanek w celu umozliwienia analizy MS oraz wysokorozdzielczego obrazowania
spektrometrig mas olefin metoda laserowej desorpcji/jonizacji [58]. Na Rysunku 3
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przedstawiono widma MS/MS wykonane dla skrawka nerki, na ktérym osadzona
zostala bardzo cienka warstwa srebra grubosci 16+2 nm. Zaproponowano takze
$ciezki fragmentacji adduktu srebra z kwasem arachidowym, kwasem dokozaheksa-
enowym, cholesterolem oraz triacyloglicerydem typu 52:3. Zaproponowana metoda
jest interesujacym podej$ciem pozwalajacym za uzyskanie duzej ilosci informacji
z fragmentu badanej tkanki [58].
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Widma MS/MS cholesterolu (A), kwasu dokozaheksaenowego (B) kwasu arachidowego (C) oraz
triacyloglicerydu 52:3 (D) uzyskane dla skrawka nerki, na ktérym osadzona zostata bardzo cienka
warstwa srebra oraz zaproponowane $ciezki fragmentacji badanych molekut. Przedrukowano za
zezwoleniem M. Dufresne, A. Thomas, J. Breault-Turcot, J.-F. Masson, P. Chaurand, Anal. Chem.,
2013, 85, 3318. Prawa autorskie (2013) naleza do American Chemical Society

MS/MS spectra of cholesterol (A), docosahexaenoic acid (B), arachidonic acid (C), and triac-
ylglyceride 52:3 (D) acquired from a kidney tissue section after silver sputtering with fragmen-
tation pathways proposed for each molecule. Reprinted with permission from M. Dufresne,
A. Thomas, J. Breault-Turcot, J.-E Masson, P. Chaurand, Anal. Chem., 2013, 85, 3318. Copyright
2013 American Chemical Society

Niedawno grupa Volmera zaprezentowalta doskonalg prace na temat elektro-
chemicznej metody osadzania ok. 100 nm grubosci warstwy nanostruktur palladu
i srebra oraz ich zastosowania w metodzie SALDI MS do analizy malych czasteczek
biologicznych. Autorzy do testow nowej metody wykorzystali kwasy tluszczowe, tri-
glicerydy, weglowodany i antybiotyki. Co ciekawe, autorzy stwierdzili, ze addukty
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potasowe byly widoczne jedynie gdy grubos¢ warstwy byla nizsza niz 100 nm, pod-
czas gdy addukty Pd i Ag s3 generowane gdy grubo$¢ warstwy jest rowna lub wigksza
niz 120 nm [48]. Pomimo, iz metoda ta pozwala na analize zwigzkéw cechujgcych
sie malym ciezarem czasteczkowym to jednak jej gtéwna wada jest brak na widmach
pikow przypisanych do nanostruktur srebra, ktére moglyby postuzy¢ do precyzyjnej
kalibracji wewnetrznej.

Niedawno naukowcom udalo si¢ otrzyma¢ metoda zol-zel porowate nano-
czastki srebra [59]. Cienki film porowatych AgNPs wytworzono na powierzchni
szkla przez powlekanie wirowe z roztworu kompleksu zawierajgcego ortokrzemian
tetraetylu, kwas azotowy, 2-etoksyetanol oraz azotan srebra. Swiezo pokryte plytki
poddano obrébcee cieplnej w atmosferze powietrza w temperaturze 700°C w ciagu
7 godzin. Otrzymane cienkie folie byly nastgpnie bezposrednio nanoszone na
powierzchnig stali nierdzewnej plytki MALDI i wykorzystane do analizy. Na wid-
mach MS widoczne sg piki pochodzace od adduktéw angiotensyny II, a takze roz-
nych trigliceryddw i fosfatydylocholiny ze srebrem [59].

Metoda syntezy nanoczastek srebra bezposrednio na powierzchni plytki sta-
lowej zaprezentowata niedawno nasza grupa. W wyniku przeprowadzonych prac
udalo si¢ otrzymac bardzo cienkie warstwy kationowych nanoczgstek srebra wiel-
kosci okolo 100 nm zaréwno na zmodyfikowanych jak réwniez komercyjnie dostep-
nych plytkach MALDI. Synteze nanoczastek srebra elektrostatycznie zwigzanych
z plytka stalowg przeprowadzono poprzez redukcje trifluorooctanu srebra z DHB
w tetrahydrofuranie w temperaturze pokojowej bezposrednio nad powierzchnia
plytki. Przygotowanie probki do analizy wymagato jedynie naniesienia 0,5-1 ul
roztworu analitu na plytke oraz wysuszenia na powietrzu. Za pomocg tej metody
analizowano rézne grupy zwigzkow rozniace si¢ m.in. polarnoscig tj. aminokwasy,
sacharydy, nukleozydy, glikozydy, kwasy sulfonowe, aldehydy i zasady nukleinowe.
Zastosowanie kationowych nanoczgstek srebra pozwolilo na wykrycie D-rybozy na
poziomie attomolowym, jak réwniez analize probek biologicznych, takich jak mocz
czy osocze krwi [47, 51]. Ponadto, nasza grupa jako pierwsza zaprezentowala mozli-
wo$¢ zastosowania w technice LDI MS monoizotopowych '”AgNPs pozwalajacych
na uzyskanie wyzszej czutosci, dokladnosci i rozdzielczosci, m.in. ze wzgledu na
uproszczony rozklad izotopowy.

Metoda '“AgNPET pozwala osiggna¢ okolo 2-krotnie wyzsze poziomy inten-
sywnoéci adduktow z '“Ag’ (Rys. 4B), a nawet 10- do 100-krotnie wyzsze w przy-
padku ztozonych adduktéw z '“Ag’-'""Ag " (Rys. 4A). Na widmie D-rybozy wyko-
nanym metoda '“AgNPET (Rys. 4C) wystepuje pojedynczy pik przypisany do
adduktu [rybozy + '"Ag]* 0 m/z 256,96.
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A gy n [i = [R+Agl*

109Agg+ | [R+1°9Ag]+

* [R+15Ag]*

Rysunek 4.  Obliczone rozklady izotopowe dla jonéw '“Ag; (A, dél), Ag, (A, gora) oraz adduktéw [rybo-
za+'®Ag]” (B, dé) i [ryboza+Ag]" (B, géra). Widmo LDI MS wykonane dla D-rybozy (R) na
plytce '"AgNPET w trybie dodatnim z reflektronem. Przedrukowano za zezwoleniem J. Niziol,
W. Rode, B. Laskowska, T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 1926. Prawa autorskie (2013) naleza do
American Chemical Society

Figure 4. Calculated isotopic distributions of a '”Ag; (A, bottom), Ag; (A, top), [ribose + '“Ag]" (B, bot-
tom) and [ribose + Ag]” (B, top) ions along with '”AgNPET mass spectrum (C) of D-ribose (R)
in positive reflection mode. Reprinted with permission from J. Niziol, W. Rode, B. Laskowska,
T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 1926. Copyright 2013 American Chemical Society

Hong i wspolpracownicy zaproponowali metode redukeji srebra na powierzchni
ciala stalego. Nowe nanostruktury otrzymane poprzez redukcje jonéw srebra za
pomoca powierzchniowo zwigzanej polidopaminy byly testowane w celu okreslenia
wydajnosci jonizacji matych peptydéw [61].

5. AgNPs W OBRAZOWANIU LDI-MS

Obrazowanie spektrometrig mas (ang. MS imaging, MSI) to technika wyko-
rzystywana do wizualizacji rozkladu powierzchniowego biomolekut bez koniecz-
nos$ci wykonywania ekstrakeji, oczyszczania, rozdzielania oraz znakowania probek
biologicznych. O ile najczesciej stosowane obrazowanie MS to analiza powierzchni
(2D MS) to nalezy pamietac, ze wyniki maja charakter 4-wymiarowy poniewaz kazdy
analizowany punkt posiada dwie wspotrzedne powierzchniowe, a takze 2-wymia-
rowe (m/z oraz intensywno$c¢). Poza szeregiem problemow z zastosowaniem MALDI



ZASTOSOWANIE NANOCZASTEK SREBRA 535

do analizy malych czasteczek, pozostaje problem ograniczenia rozdzielczosci prze-
strzennej w MALDI-MSI. Aby przezwycigzy¢ ten problem, naukowcy wykorzystali
nanostruktury srebrowe jako zamienniki organicznych matryc [58, 62].

Dufresne i wspotpracownicy zaprezentowali metode obrazowania MS, w kto-
rej metaliczne srebro zostalo napylone na powierzchnie skrawkoéw tkanek myszy
i szczura. Autorzy uzyskali obrazy jonowe m.in. dla adduktu cholesterolu z katio-
nem srebra w warstwie zwojowej oraz ziarnistej kory mézdzku myszy [58]. Grupa
Lee zastosowala obrazowanie LDI-MS, w celu okreslenia lokalizacji poszczegolnych
astrocytow oraz zbadania rozkladu cholesterolu na poziomie pojedynczej komorki.
W celu zapewnienia jednorodnego pokrycia komérek nonoczastkami srebra zasto-
sowano procedure polegajacg na o$Smiokrotnym rozpyleniu zawiesiny AgNPs za
pomoca nebulizera. Co ciekawe autorzy dostrzegli, ze niemal wylacznym widocz-
nym na widmie MS skladnikiem komdrkowym byt cholesterol [64].

Jackson i wspdltpracownicy zastosowali matryce AgNP, aby uzyska¢ lokaliza-
cje kilku klas lipidéw wystepujacych w tkance serca poprzez bezposrednia iniekcje
AgNPs do skrawka tkanki oraz nastgpnie analize tkanek metodg LDI MSI w try-
bie jonéw dodatnich. Autorzy w celu wykonania badan pokryli metoda napylania
magnetronowego nanoczastkami srebra wielkosci 0,5-15 nm caly wienicowy prze-
kréj mozgu szczura [65]. Godne uwagi jest to, ze zastosowanie AgNPs pozwolilo
na uzyskanie wysokiej wydajnosci jonizacji triacyloglicerydéw (TAG) cechujacych
sie niskg polarno$cia, co bywa problematyczne np. w analizie metodami opartymi
o ESI. Na widmach masowych wykonanych w regionie naczyn krwionosnych serca
wyraznie widoczne sg piki przypisane do TAG, natomiast widma z regionu mie$nia
sercowego zawierajg gtéwnie piki przypisane do fostatydylocholin (PC) i fosfatydy-
loetanoloamin (PE) [65].

Niedawno grupa Ewing’a przedstawila ciekawa mozliwos¢ wykorzysta-
nia nanoczastek srebra oraz ztota w technice LDI oraz spektrometrii mas jonéow
wtornych (SIMS). Autorzy wykorzystali nanoczastki srebra i ztota w analizie LDI
probki lipidu zawierajacego 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholing (ang.
I-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, POPC), w celu identyfikacji frag-
mentow lipidéw zawierajacych POPC. Ponadto, autorzy zaobserwowali dwukrotne
wzmocnienie sygnalow dla pikéw przy m/z 184 i 86 przypisanych do fragmentow
POPC, jak réwniez do adduktu POPC z protonem (m/z 760) [66].

Metode nano-PALDI-MSI z wykorzystaniem AgNPs zastosowano, w celu
wizualizacji rozkladu przestrzennego kwasow ttuszczowych w skrawkach watroby
oraz siatkéwki myszy. Nanoczastki srebra o rozmiarach 3,84+0,45 nm otrzymano
w reakgji prekursora — n-C ,H, COOAg z stearylaming [15, 62]. Istotnym jest fakt,
iz zidentyfikowanych metoda nano-PALDI-MSI z wykorzystaniem AgNPs kwa-
sow tluszczowych, nie mozna bylo wykry¢ przy uzyciu metody MALDI z uzyciem
matrycy DHB. Wyniki otrzymane metoda nano-PALDI-MSI wskazuja, ze limit
detekgji dla kwasu palmitynowego jest mniejszy niz 50 pmol [62]. Nanoczastki sre-
bra zastosowano takze do stworzenia map rozkladu powierzchniowego réznych klas
kwasow ttuszczowych w przekroju siatkowki myszy [62].
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Grupa Lee przedstawila szereg ciekawych usprawnien systemu obrazowania
LDI MS z pulapky jonowg. Wspomnianej grupie udato si¢ zmodyfikowa¢ typowy
uklad optyczny poprzez zmiane $wiattowodu o $rednicy 25 mikrometréw na
ok. 12 um, w wyniku czego uzyskali rozdzielczo$¢ przestrzenng umozliwiajacg obra-
zowanie MS pojedynczych komorek w kwiatach Arabidopsis thaliana [67]. Zwigzki
wystepujace w kwiatach i korzeniach roéliny jonizowano przy pomocy koloidalnego
srebra rozpylonego na materiale biologicznym z wykorzystaniem nebulizera wlasnej
konstrukcji. Przy zastosowaniu wspomnianych ulepszen autorzy skoncentrowali si¢
na zwigzkach o dlugich fancuchach, takich jak alkany, alkohole, kwasy ttuszczowe
i ketony zawierajagce 27-31 atomow wegla [67].

Rysunek 5.

Figure 5.

Analiza MSI odcisku palca (rozmiar piksela 150 pm) na plytce '”AgNPET. A, B - zdjecia mikro-
skopowe powierzchni "AgNPET bez (A) oraz z odciskiem palca (B). C-J - reprezentacje gra-
ficzne (normalizacja TIC) zwigzkow wystepujacych w odcisku palca o m/z: 131,895 (C), 315,036
(D), 312,301 (E), 240,259 (C), 147,864 (G), 396,150 (H), 284,286 ( i), 311,303 (J) i 168,982 (N).
Obrazy K (m/z 96,922), L (m/z 80,948) i M (m/z 83,022) przedstawiaja reprezentacje graficzne
innego do$wiadczenia wykonanego z rozdzielczoécig przestrzenng 50 x 50 um. Przedrukowano
za zezwoleniem J. Niziol, T. Ruman, Anal. Chem., 2013, 85, 12070. Prawa autorskie (2013) nalezg
do American Chemical Society

Latent fingerprint MSI analysis (150 pm pixel size) on '“AgNPET. A, B - Optical microscopy
images of a '”AgNPET surface without (A) and with a fingerprint (B). C-J - Graphical repre-
sentations (TIC normalization) of fingermark compounds at m/z: 131.895 (C), 315.036 (D),
312.301 (E), 240.259 (F), 147.864 (G), 396.150 (H), 284.286 (I), 311.303 (J) and 168.982 (N). The
K (m/z 96.922), L (m/z 80.948) and M (m/z 83.022) representations are from another experi-
ment of 50 x 50 um spatial resolution. Reprinted with permission from J. Niziol, T. Ruman, Anal.
Chem., 2013, 85, 12070. Copyright 2013 American Chemical Society
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Metode pokrywania standardowej plytki MALDI kationowymi nanoczgstkami
'”Ag ('”AgNPs) zastosowano w obrazowaniu MS organicznych i nieorganicznych
zwigzkéw chemicznych pochodzenia endo- i egzogennego obecnych w odcisku
palca, ktéry uzyskano przez bezposrednie dotkniecie palcem do plytki-targetu
oraz takiego transferowanego przy uzyciu winylowej tasmy klejacej [51]. Metoda
' AgNPET moze by¢ réwniez uzyta do obrazowania MS $ladéw obcej substancji
umieszczonej na palcu (Rys. 5) [68]. Odciski palca byly takze badane przez grupe
Lauzona proponujaca metode obrazowania odciskow palca z uzyciem napylonego
srebra [69].

PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy zostaly zaprezentowane przyklady zastosowania nano-
struktur srebrowych w rodzinie metod LDI MS. Metody te zostaly z powodzeniem
zastosowane do analizy budowy zwigzkéw chemicznych zaréwno jonowych jak
i niejonowych, o duzym i malym cigzarze czasteczkowym. Przedstawione w tym
przegladzie metody umozliwiajg analiz¢ ztozonych mieszanin biologicznych, takich
jak osocze krwi czy mocz, nawet w ilosciach sladowych. Omdéwiono réwniez wiele
zastosowan nanostruktur srebra w obrazowaniu LDI-MS. Wizualizacja lokalizacji
zwigzkéw w réznych typach tkanek rodlinnych i zwierzecych, a takze mozliwos¢
analizy kryminalistycznej odciskéw palcéow za pomoca obrazowania LDI-MS
z wykorzystaniem AgNPs ma ogromny potencjal dla przyszlego rozwoju laserowej
spektrometrii mas.

Publikacja zostata sfinansowana ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki
przyznanych na podstawie decyzji numer UMO-2015/19/N/ST4/00379.
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