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Hmotnostni spektrometrie intaktnich tkani a jeji vyuziti
v diagnostice
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SOUHRN

V tomto kratkém sdéleni je popséna nova metoda hmotnostni spektrometrie (MS) s desorpéni elektrosprej ionizaci
(DESI). Tato technika umoznuje vysoce selektivni analyzy nadorovych marker ve vzorcich intaktni tkané. Pomoci
DESI-MS je mozné analyzovat distribuci marker( v histopatologickych nalezech a provadét analyzy bez predchozi
upravy vzorku. DESI je kombinaci klasické ionizace elektrosprejem a desorpéni ionizaéni techniky, které se v hmotnostni
spekirometrii bézné vyuzivaji. Pfedpoklada se, ze DESI-MS nalezne uplatnéni v molekularni mediciné a v in vivo
diagnostice.
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SUMMARY

Vacek J.: Mass spectrometry of intact tissue and its application in diagnostics

In this paper the new mass spectrometry (MS) method with electrospray desorption ionization (DESI) is described. The
method allows selective analysis of tumour markers in intact tissue samples. By DESI-MS the analysis of marker
distribution (mass spectrometry imaging) in tissue sample without complicated sample pretreatment can be realised.
DESI is a combination of electrospray and desorption ionization technique which are currently used in MS analysis. We

can expect that DESI-MS will be useful analytical tool in molecular medicine and in vivo diagnostics.
Key words: disease markers, diagnostics, mass spectrometry, desorption electrospray ionization.

Uvod

Hmotnostni spektrometrie (MS) je instrumentalni
analyticka metoda, ktera se vyuziva k analyzam Siro-
kého spektra biologicky vyznamnych latek [1].
V klinické praxi se MS &asto aplikuje v kombinaci
s technologii €ipu a nanotechnologii k detekci DNA,
MRNA, proteint a farmakochemickych preparat(. Vzhle-
dem k vysoké selektivité této metody je mozné vyuzit
MS v diagnostice, respektive k identifikaci marker(
zavaznych onemocnéni [2].

Konstrukénich typd hmotnostnich spektrometr( je
mnoho. Klasicka konstrukce je zalozena na pfivedeni
kapalného vzorku do iontového zdroje. V iontovém
zdroji vznikaji molekularni ionty a jejich fragmenty
a ty putuji do analyzatoru a dale jsou rozdéleny (se-
lektovany) podle jejich hmotnosti a naboje (m/z). Se-
lektované ionty jsou detegovany, pficemz kazda lat-
ka je identifikovana na zakladé nékolika iontd
s riznymi hodnotami m/z [3].

lonizaéni techniky

V klinické biochemii se pouziva ionizace elektro-
sprejem (ESI) a ionizaéni technika laserové desorpce/
ionizace za ucasti matrice (MALDI). Pfi ionizaci elek-
trosprejem prochazi vzorek kapilarou, na kterou je vlo-
zeno vysoké napéti (3—5 kV).

Zde dochazi ke zmlzeni vzorku a vzniku malych
kladné& nebo zaporné nabitych kapi¢ek a uvolnéni pro-
tonovanych, respektive deprotonovanych molekular-
nich iontl a fragment{ putujicich do analyzatoru [4].

V pfipadé ionizaéni techniky MALDI je vzorek smi-
chan s matrici a nanesen na ter¢ik nebo nanesen na
tercik pokryty vrstvickou matrice. Vzorek je spolec¢né
s matrici vystaven kratkému laserovému pulzu. Mo-
lekuly se odpafi a matrice se podili na ionizaci vzor-
ku. Vzniklé molekularni ionty a fragmenty putuji, stej-
né jako u ESI, do analyzatoru [5]. Mezi nejbéznéji
pouzivané patfi analyzatory: iontova past, kvadrupo-
lovy a nebo priletovy (TOF: time-of-flight) analyzator
[1,4,86,7].

Hmotnostni spektrometrie intaktnich tkani

Pro vySe popsané MS analyzy je potfebné vzorek
bunék nebo tkdné homogenizovat a podrobit pomérné
komplikované pfipravé. Vyraznym krokem kupiedu
v aplikovatelnosti MS technologie v klinické praxi byl
objev nové ionizaéni techniky, ktera je schopna prova-
dét vysoce selektivni analyzy v intaktnim vzorku tka-
né. Technika byla oznacena jako desorpéni elektro-
sprej ionizace (DESI) [8] a je zaloZzena na kombinaci
klasické ionizacéni (napf. ESI) a desorpéni (napf. MAL-
DI) techniky.

Vzorek je vystaven ionizovanému spreji, ktery de-
sorbuje ionty z jeho povrchu [9].V elektrospreji docha-
zi k ionizaci vodného roztoku organické kyseliny nebo
hydroxidu napétim nékolika kilovoltd (napf. 5 kV, viz
publikace [8]). Desorbované ionty jsou nasledné pfiva-
dény do hmotnostniho spektrometru, respektive analy-
zatoru, kterym je iontova past. Kapilarou spreje je moz-
né snimat celou plochu vzorku a ziskat 2-D distribuci
sledovaného markeru v histopatologickém nalezu
(mass spectrometry imaging) [10]. Schéma DESI-MS
je ukazano na obrazku 1a.
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Fig. 1. a) Desorption electrospray ionization-mass spectrometry

The sample was deposited onto a surface, and ionized solution
(water/organic acid) was sprayed. Desorbed ions was directed to
the mass spectrometer via the transfer tube; adapted from [8,10].
b) MS-spectrum of non-tumor (left) and tumor tissue (right)

In MS-spectrum of tumor tissue are presence specific x,, x, and x;
abundance peaks of tumor marker.

Vyuziti DESI-MS pro stanoveni diagnézy in vivo

DESI-MS byla s uspéchem pouzita k analyzam
spektra fosfolipidu, které indikuji maligni transformaci,
v 16 um fezech mozkové tkané krys, mysiho pankrea-
tu a lidské tkané jaterniho adenokarcinomu [7]. VySe
uvedenym postupem je mozné metodou DESI-MS za-
znamenat hmotnostni spektra zdravé a nadoroveé tka-
né. Vzorky byly ziskany zmrazenim tkané kapalnym
dusikem a provedenim fezl na mikrotomu.
V hmotnostnim spektru zdravé tkané Ize pozorovat
série abundanci (pocetnosti) s typickymi m/z hodnota-
mi (viz schematicky na obr. 1b — vlevo; piky a—g). Na-
proti tomu u tkane, ve které probiha maligni transfor-
mace Ize pozorovat abundance iontl: x,, x,, x, Ty
odpovidaji pfitomnosti nadorového markeru ve tkani (obr.
1b — vpravo).

V pfipadé prace Wisemana et al. [7] se jednalo
o ionty s m/z hodnotami 703, 725 a 741, které odpovi-
daji sfingomyelinu (a jeho sodnému a draselnému aduk-
tu), a molekularni ionty a fragmenty vybranych fosfolipi-
dd. Zmény koncentrace sfingomyelinu jsou spojovany
s angiogenezi u proliferujicich nadorovych bunék. Tak-
téz zmény ve spektru dalsich fosfolipidl poukazuiji na
nadorovou transformaci. DESI a jeji spojeni s hmotnostni
spektrometrii bylo publikovano v roce 2004. Technika je
s Uspéchem aplikovana pro analyzy nizkomolekularnich
nepolarnich latek, alkaloid(i, metabolitd a léciv [7, 10].
Metodu DESI-MS je mozné vyuzit i pro stanoveni biopo-
lymeru (cukrd, proteind a nukleovych kyselin). Jiz sou-
Casné analyzy potvrzuji, ze DESI-MS je realné vyuzitel-
na k in vivo analyzam. Tento pfistup byl uplatnén
u pacienta po peroralni aplikaci antihistaminika — Lorata-
dinu. Po 50 minutach byl Loratadin prokdzan hmotnostni
spektrometrii v pokoZzce prstu pacienta [8, 9].

Zaver

Metoda DESI-MS by mohla byt v budoucnu vyuzita
pfimo v prlibéhu operaéniho vykonu k in vivo analyze
nadorové tkané nebo pfi diagnostice kozniho onemoc-
néni. Své uplatnéni naléza DESI-MS i v pfipadé sledo-
vani kvality [éCiv. Autofi recentni prace [11] aplikovali
metodu DESI-MS/MS pro pfimé stanoveni 22 komer¢-
né dostupnych preparatl (ve formé tablet a prasku, bez
pfipravy vzorku k analyze). Analyza jedné tablety trva
asi 10 sekund. Da se predpokladat, Ze tento novy ana-
lyticky nastroj nalezne Siroké uplatnéni v diagnostice,
molekularni mediciné a obecné v klinické biochemii.
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