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MALDI, jako nowa nieinwazyjna technika w
spektrometrii masowej

Metode jonizacji probki MALDI (ang. matrix assisted laser desorption and ionisation)
polaczona z pomiarem jej masy w spektrometrze masowym MS (ang. mass spektrometry),
wprowadzono po raz pierwszy w 1988 roku. Od tego czasu uklad MALDI-MS stal sie, chodz
nie od razu powszechnym narzedziem analitycznym zwlaszcza dla peptydow, bialek
i wiekszosci innych czasteczek biologicznie czynnych (oligonukleotydow, weglowodanow,
produktow naturalnych oraz lipidow). Wydajny i bardzo precyzyjny transfer energii
laserowej wspomagany matryca w momencie kontaktu z analitem wywoluje zjawisko

desorpcji duzych jonow i pozwala na pomiar masy badanego zwiazku z wysoka dokladnoscia
i czuloscia rzedu pikomoli.
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Wprowadzenie

Technika MALDI oferuje niedestuktywne odparowywanie (desorpcje) i jonizacje zaréwno matych, jak
i duzych biomolekut (Rys. 1). W klasycznej analizie MALDI, analit (zwiazek badany) jest
wspotkrystalizowany z molowym nadmiarem zwiazkéw matrycy, zazwyczaj stabe kwasy organiczne
absorbujace promieniowanie UV. Nastepnie promieniowanie laserowe powoduje odparowanie tak
otrzymanej mieszaniny analitu i zwiazkéw matrycy. Matryca odgrywa zatem kluczowa role, gdyz
silnie absorbuje energie swiatta laserowego i przyczynia sie posrednio do desorpcji analitu. Poza
tym matryca stuzy jako donor protonéw oraz jonow sodu i potasu w mechanizmie jonizacji.
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Rysunek 1. Zasada dziatania techniki MALDI. Impuls laserowy po dotarciu do materiatu matrycy,
ktora zawiera badana probke wywotuje zjawisko desorpcji i jonizacji, w wyniku czego powstaja duze
dodatnio natadowane jony, ktore oddalaja sie w kierunku detektora masowego. Na rysunku: prébka
(ang. sample), matryca (ang. matrix), impuls laserowy (ang. laser pulse) [1].

W celu wyjasnienia procesu desorpcji duzych czasteczek w technice MALDI, opracowano do niej
kilka teorii. Jedna z nich jest model termiczny, ktéry proponuje, by czasteczki sublimowaly na
powierzchni matrycy w wyniku lokalnego ogrzewania przez niska energie lasera, zas powyzej
pewnego natezenia padajacej energii szybko wzrastata desorpcja o duzej wydajnosci nienaruszonych
czasteczek. Ogolnie uwaza sie, ze jonizacja odbywa sie przez przeniesienia protonu lub poprzez
przeksztatcenie w kationy. Jonizacja zalezy od materiatu matrycy, ale nie zaleza od ilosci kwasowych
lub zasadowych grup analitu. Sugeruje to, ze jest odpowiedzialny za jonizacje jest bardziej ztozony
mechanizm, niz prosta chemia kwasowo-zasadowa.

Zwiazki matrycowe

Technika MALDI wykorzystuje matryce, ktéra posredniczy w przekazywaniu energii do badanej
substancji, przez co utatwia jej jonizacje. Matryca umozliwia badanie substancji nielotnych,
wielkoczasteczkowych oraz polarnych. Zasadniczymi cechami zwiazkéw matrycy stosowanych
w technice MALDI jest dobra absorpcja promieniowania z zakresu UV, tatwa sublimacja oraz
mozliwo$¢ dostarczenia po desorpcji duzych ilosci protonéw potrzebnych do jonizacji badanej
substancji. Najczesciej stosowanymi zwigzkami matrycy sa kwasy
3,5-dimetoksy-4-hydroksycynamonowy  (SIN), 2,5-dihydroksybenzoesowy (DHB),
alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy (a-CN) oraz 1,8,9-trihydroksyantracen (Dithranol) (Rys. 2).
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Rysunek 2. Na rysunku widoczne sa cztery podstawowe zwiazki tworzace matryce w MALDI. Kolejno
SIN, DHB, «o-CN oraz dithranol [2].

Rodzaje generowanych jonow

Podczas jonizacji metoda MALDI moga powstawac jony dodatnie i ujemne (peptydy polikwasowe).
W przypadku prébek biologicznych powstaja w réznej proporgcji jony typu [M+H]+, [M+Na]+ oraz
[M+K]+. Natomiast polimery generuja przede wszystkim jony stabilizowane kationami metali

(przewaznie sodu) (Tab. 1).

Tabela 1. Rodzaje jonow generowanych w technice MALDI [3].

jony dodatmnie jony ujpmne

[M+H]* [M-HT

[M+Na]*, [M+K]*, [M+ag]*

[M+rH]™, [nM+H]*

[M-H.D+H]

Jony zawierajace czasteczke matrycy, lub czastke powstala w wyniku jej rozpadu, powstaja na ogo6t
z mala wydajnoscia. Dla stabilizacji jonéw otrzymywanych z Dithranolu bardzo czesto stosuje sie
dodatek kationéw srebra [M+Ag]+. W innych przypadkach pod wplywem wysokiej temperatury
moze zachodzi¢ wydzielenie wody z czasteczki [M-H20+H]+.

Najczesciej w widmie obserwuje sie przede wszystkim intensywny pik molekularny typu [M+H]+
oraz niewielka liczbe jondw wielokrotnie natadowanych typu [M+nH]n+ oraz jonéw typu [nM+H]+.
Dwa ostatnie typy jonow powstaja czesciej przy jonizacji peptyddéw, oraz czasteczek o duzej
powierzchni. Sporadycznie w technice MALDI tworza sie rzeczywiste jony molekularne typu [M]+.
Dotyczy to w zasadzie tylko pomiaréw wykonywanych bez uzycia matrycy (kaliksareny, fulereny).



MALDI zalicza sie do tagodnych sposobdw jonizacji, pokrewnych jonizacji chemicznej. Matryca
separuje od siebie czasteczki badanej substancji i w tagodny sposéb (tj. bez wywotywania rozktadu)
przekazuje im zaabsorbowana przez siebie energie. Poniewaz gléwna czes¢ energii cieplnej,
przeksztalcanej nastepnie na energie drgan wigzan chemicznych, pochtania matryca, chroni to
badana substancje przed rozktadem. Natomiast jony substancji o matej masie czasteczkowej czesto
ulegaja w tych warunkach fragmentacji. Paradoks ten ttumaczy sie tym, ze duze czasteczki maja
wiele mozliwosci wykonywania drgan i rotacji, tak ze zaabsorbowana energia ulega rozproszeniu bez
rozerwania wigzan chemicznych. Duzy wplyw na to zjawisko ma dodatek kationu o duzym promieniu
jak K+, czy Ag+, ktory stabilizuje powstajacy jon czasteczkowy.

Pomiar masy czasteczkowej

Pomiar masy czasteczkowej analizowanego zwigzku odbywa sie w spektrometrze masowym (MS).
Detektor ten zostal zmodyfikowany i w technice MALDI mierzy czas przelotu jondéw Tof (ang. time of
flight) Analizowana substancja rozpuszczona w lotnym rozpuszczalniku miesza sie z roztworem
matrycy I WSPOLKRYSTALIZU]JE.

Po doktadnym wysuszeniu probke wprowadza sie do komory pomiarowej aparatu i usuwa powietrze.
Po uzyskaniu dostatecznej prézni wykonuje sie wlasciwy pomiar. Najczesciej wykorzystuje sie laser
na ciele statym itrowo-glinowo-neodymowy. Skoncentrowany impuls wywotuje ciag nastepujacych po
sobie reakcji. Najpierw nastepuje absorpcja promieniowania gtownie przez materiat matrycy,
odparowanie probki i wyrzucenie strumienia gazéw prostopadle do jej powierzchni. W kolejnym
etapie dochodzi do dysocjacji termicznej matrycy i tworzenie jonow (gtéwnie H+, Na+, K+).
Powstatle jony reaguja z badana substancja i materiatem matrycy. Wytworzone w ten sposob jony sa
przyspieszane w polu elektrycznym i kierowane do detektora. Catkowity czas trwania wymienionych
proceséw nie przekracza kilku nanosekund, dlatego aby zachodzily one z dobra wydajnoscia
i powtarzalnoscia konieczna jest mozliwie doskonata homogenizacja prébki. Stad tez w technice
MALDI wielkie znaczenie ma sposéb przygotowania probki przed pomiarem (uzyta matryca,
rozpuszczalnik, stezenia roztworéw oraz sposob ich mieszania i naktadania).

Ostatecznym rezultatem analizy MALDI-ToF-MS jest otrzymanie widma spektrometrycznego, na
ktorym widoczne sa sygnaly od mas powstalych jonow oraz czasteczki niezjonizowanej [M]. Sygnat
czasteczki niezjonizowanej widoczny jest bardzo rzadko. Sygnaty uktadaja sie zgodnie ze wzrostem
masy otrzymanego jonu badz molekuly. Ich intensywnos$¢ zalezy od proporgcji i rodzaju otrzymanych
jonow (Rys. 3).
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Rysunek 3. Przyktadowe widmo glikoproteiny A1GB wykonane technika MALDI-ToF-MS [4].
Zastosowania MALDI

Technika MALDI dzieki swej nieinwazyjnosci oraz precyzji znalazta zastosowanie w biochemii do
szybkiej identyfikacji biatek izolowanych za pomoca elektroforezy zelowej. W chemii organicznej do
analizy syntetycznych makroczasteczek, takich jak spiroidy, dendrymery oraz bardzo rozgatezione
polimery. Chemia polimerowa wykorzystuje MALDI zwtaszcza do okreslanie rozktadu masy molowej
otrzymywanych polimeréw. Natomiast mikrobiologia uzywa jej do identyfikacji mikroorganizmow. Sa
to tylko niektdre ciekawsze zastosowania tej techniki.

Podsumowanie

Postep, ktéry dokonat sie w analizie peptydéw i biatek technikami MS od konca lat osiemdziesiatych,
w duzej mierze mozna przypisa¢ rozwojowi badan nad desorpcja i jonizacja laserowa
z wykorzystaniem metod takich jak MALDI. Dotyczy to przede wszystkim rozdzielczosci
i dokladnosci pomiarow. Ponadto MALDI jest obecnie rutynowa analiza peptydéw i biatek
o femtomolowej czutosci. Doskonale nadaje sie do odwzorowania masy biatka i jego strukturalnych
zaleznosci. Wszystko wskazuje na to, ze spektrometria masowa w najblizszych latach uzyje metode
MALDI, jako podstawowego narzedzia badawczego ze wzgledu na jej wieksza czutos¢, precyzje,
dokladno$¢ oraz sprawnosc.

Autor: Karolina Wéjciuk
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