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SAZETAK. Desorpcija i ionizacija elektroraspréenjem (DESI) tehnika je ionizacije uzorka kod
koje se kao detektor najcesce upotrebljava spektrometar masa. Koristi se kao ionski izvor pri
atmosferskom tlaku za ionizaciju plinova, tekucina i krutina pri ambijentalnim uvjetima. Zbog
svojih karakteristika, a u sprezi sa spektrometrijom masa, svrstava se u visokofrekventne in-
strumentalne tehnike, $to joj osigurava Siroku analiticku primjenu u analizi peptida i proteina,
identifikaciji mikroorganizama, molekularnom oslikavanju bioloskih tkiva, detekciji droga i ek-
sploziva iz otisaka prstiju, identifikaciji metabolita, zagadenju namirnica i otkrivanju prirodnih
spojeva.

Kljuéne rijeci: desorpcija i ionizacija elektrorasprsenjem (DESI), ionski izvor, spektrometrija
masa

ABSTRACT. Desorption electrospray ionization (DESI) is an ionization technique for analysis
in mass spectrometry. It is used as ion source at atmospheric pressure for ionization of gas-
es, liquids and solids at ambient conditions. Because of its characteristics, when coupled to
mass spectrometer, as a high throughoutput instrumental technique, it can be applied for
various analytical purposes such as peptide and protein analysis, microorganism identifica-
tion, biological tissues imaging, detection of drugs and explosives in latent fingerprints, me-
tabolite identification, food polutants monitoring and natural compounds characterization.

Key words: Desorption electrospray ionization (DESI), ion source, mass spectrometry
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Spektrometrija masa (MS) instrumentalna je ana-
liticka tehnika kojom se moze odrediti elementar-
na kompozicija uzorka ili molekule. MozZe se kori-
stiti i kao tehnika koja omogucdava kvantifikaciju u
vecini slu¢ajeva prethodno potpuno odredenih
kemijskih struktura. Princip rada MS-a sastoji se
od desorpcije i ionizacije spojeva, analize njiho-
vog omjera mase i naboja u analizatoru masa te
detekcije i obrade podataka'. lonizacija uzoraka
moze se provoditi pod vakuumom ili pri atmos-
ferskom tlaku. Jedna od novijih tehnika za ioniza-
ciju uzoraka pri atmosferskom tlaku jest desorpcija
i ionizacija elektrorasprsenjem, za koju koristimo
medunarodno prihvaéenu skraé¢enicu DESI%.

VRSTE IONSKIH IZVORA

lonski izvori sluZe za ionizaciju kemijskih spojeva.

U spektrometriji masa uzorak nakon ionizacije

ulazi u analizator masa. Postoji vise razli¢itih

izvedbi ionskih izvora. Neke od njih su:

1. Desorpcija poljem (engl. Field desorption, FD)

2. Desorpcija i ionizacija elektrorasprsenjem
(engl. Desorption electrospray ionization, DESI)

3. Direktna analiza u realnom vremenu (engl. Di-
rect analysis in real time, DART)

4. lonizacija elektrorasprsenjem (engl. Electro-
spray ionization, ESI)

5. Fotoionizacija pri atmosferskom tlaku (engl.
Atmospheric pressure photoionization)

6. lonizacija elektrickim praznjenjem (engl. Glow
discharge)

7. Induktivno spregnuta plazma (engl. Inductively
coupled plasma, ICP)

8. lonizacija elektronima (engl. Electron ionizati-
on, El)

9. lonizacija prihvatom iona (engl. lon-atta-
chment ionization)

10. lonizacija iskrom (engl. Spark ionization)

11. Kemijska ionizacija (engl. Chemical ionization,
Cl)

12. Kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
(engl. Atmospheric pressure chemical ionizati-
on, APCI)

13. Matricom pomognuta laserska desorpcija i io-
nizacija (engl. Matrix-assisted laser desorption/
ionization, MALDI)
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14. Matricom pomognuta laserska desorpcija i io-
nizacija elektrorasprsenjem (engl. Matrix-assi-
sted laser desorption electrospray ionization,
MALDESI)

15. Mikrovalno inducirana plazma (engl. Microwa-
ve induced plasma)

16. lonizacija termorasprsenjem (engl. Thermo-
spray ionization)

17. Udar ubrzanim atomima (engl. Fast atom bom-
bardment, FAB)

18. lonizacija nadzvucnim rasprsenjem (engl. Sonic
spray ionization)

Jedna od novijih tehnika za ionizaciju uzoraka pri atmos-
ferskom tlaku jest desorpcija i ionizacija elektrorasprse-
njem (DESI). Tehnika DESI moZze se koristiti u raznim gra-
nama analitike poput analize peptida i proteina,
intaktnih mikroorganizama, u slikovnom prikazu tkiva,
identifikaciji metabolita, zagadenju namirnica bakterija-
ma, detekciji kvarenja mesa, odredivanju zagadivaca na
ljudskoj kozi, detekciji eksploziva i otkrivanju prirodnih
spojeva.

DESORPCIJA | IONIZACIJA
ELEKTRORASPRSENJEM

Desorpcija i ionizacija elektrorasprsenjem (engl.
Desorption electrospray ionization, DESI) je tehni-
ka ionizacije povrsinskog sloja uzorka koja se naj-
Cesce koristi u sprezi sa spektrometrom masa.
Koristi se kao ionski izvor pri atmosferskom tlaku
za ionizaciju plinova, tekucina i krutina pri ambi-
jentalnim uvjetima. Postoje dvije razlicite izvedbe
izvora iona DESI, a to su klasi¢na izvedba DESI s
nepropusnim krutim nosacem, te novije razvijena
tekucinska izvedba DESI kod koje je nosac uzora-
ka porozna povrsina do koje se tekuci uzorak kon-
tinuirano dovodi.

KLASICNA DESORPCIJA | IONIZACUIJA
ELEKTRORASPRSENJEM

Kod klasi¢ne desorpcije i ionizacije elektrorasprse-
njem kruti uzorci se nanose na nosac prije desor-
pcije, tekudi uzorci se pak osuse na nosacu, dok se
plinovi adsorbiraju na nosac¢?. Sama desorpcija i io-
nizacija elektrorasprsenjem provodi se tako da se
elektri¢no nabijena maglica elektrorasprsenog ota-
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pala usmjerava prema povrsini nosaca na kojoj je
nanesen uzorak®. Maglica se stvara od desorbiranog
uzorka i plina, a plinovi koji se u tu svrhu koriste naj-
¢eSce su dusik ili zrak®. Maglica elektrorasprsenog
otapala privlaci se na povrsinu primjenom napona
na nosa¢ uzorka®. DESI je mogucde primijeniti na
vodljivim i izolatorskim nosacima, na nepolarnim
nosacima poput alkaloida®® te na polarnim nosaci-
ma poput proteina i peptida. Nosa¢ uzoraka moze
biti metalan, polimeran ili pak mineralna povrsina2.
Promjene u sastavu elektrorasprsujuceg otapala
mogu se iskoristiti za selektivnu ionizaciju pojedinih
spojeva u analitu te tako pospjesiti detekciju ciljanih
spojeva®. Udar nabijene mikrokapljice otapala na
povrsinu uzorka proizvodi plinovite ione analita koji
se stvaraju na povrsini nosaca. Rezultirajuéi spektri
masa gotovo su istovjetni onima dobivenim ioniza-
cijom elektrorasprsenjem tako da se uglavhom de-
tektiraju jednostruko ili viSestruko nabijeni moleku-
larni ioni analita®>. Nakon ionizacije, ioni analita
putuju kroz zrak u sucelje pri atmosferskom tlaku,
koje je spojeno sa spektrometrom masa (slika 1)>.

Kod procesa DESI postoje dva mehanizma ioniza-
cije analita. Kod molekula ve¢ih molekulskih masa
ionizacija se dogada u plinskom stanju, dok se io-
nizacija kod molekula manjih molekulskih masa
odvija mehanizmom prijenosom naboja3. Spektri
masa molekula vec¢ih molekulskih masa poput
peptida i proteina najviSe nalikuju spektrima
masa dobivenih ionizacijom elektrorasprsenjem s
karakteristichom raspodjelom viSestruko nabije-
nih iona. To ukazuje na mehanizam desorpcije i
ionizacije analita, gdje viSestruko nabijena kaplji-

/ kapilara

elektrorasprsujuce

ca elektrorasprsujuéeg otapala otapa analit. Na-
kon otapanja analita Cestice otapala odbijaju se
od povriine uzorka na nosacu prema ulazu u
spektrometar masa®. Na putu prema spektrome-
tru masa kapljica se dodatno desolvatira i ionizira
u plinskom stanju Sto uvjetuje visestruki naboj
detektiranih iona®. Za molekule malih molekul-
skih masa, ionizacija se zbiva mehanizmom prije-
nosa naboja elektrona ili protona. Postoje tri mo-
guénosti prijenosa naboja koje ukljucuju prijenos
izmedu iona otapala i analita na povrsini, prijenos
izmedu iona u plinskoj fazi i analita na povrsini, te
prijenos izmedu iona u plinskoj fazi i molekule
analita u plinskoj fazi?. Mikrokapi elektrorasprsu-
juceg otapala koje udaraju u povrsinu uzorka ima-
ju prosje¢nu brzinu od 120 ms? i promjer 2 — 4
um. Te brzine su u vecini materijala manje od br-
zine zvuka, Sto sprjeCava mogucnost ionizacije
stvaranjem udarnog vala koji nastaje pri brzini
zvuka ili iznad nje. Neke mikrokapi se ne odbijaju
direktno od povrsine vec se neko vrijeme zadrza-
vaju na povrsini uzorka. To produzava vrijeme
kontakta izmedu kapi i uzorka, povecavajuci koli-
¢inu analita koji se moze otopiti s povrsine u elek-
tricki nabijene kapi koje dalje putuju prema MS
izvoru. Taj fenomen utjece na poboljsanu detek-
ciju analita®.

Iskoristivost procesa otapanja i dosega iona koji
ulaze u maseni spektrometar ovisi o tlaku i magli-
cenju plina, protoku otapala i udaljenosti vrha
rasprsivaca od ulaza u polje niskog tlaka. Optimi-
zacijom tih parametara moze se poboljsati anali-
ticki signal uzorka’.

ulazu
analizator

\ —_—

kapljice
N
elektroraspriujuce ®

0,000

otapalo s 6"
(o] [o]

Q0 Q

nosac 7‘/ 0 uzorak
— pomicna povrsina s uzorkom -

Slika 1. Shematski prikaz uredaja za desorpciju i ionizaciju elektrorasprsenjem (DESI)

Figure 1. Schematic diagram of the Desorption electrospray ionization (DESI) ion source
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TEKUCINSKA DESORPCIJA | IONIZACIJA

ELEKTRORASPRSENJEM

Tijekom analize DESI-MS kruti uzorci na povrsini
nosaca desorbiraju se i ioniziraju, dok se tekudi
uzorci najcesée suse na povrsini nosaca na zraku
prije desorpcije i ionizacije. Razlog tome je moguc-
nost trenutacnog otpuhivanja tekucéeg uzorka s po-
vrsine nosaca strujom inertnog plina koji se koristi
za stvaranje nabijenih mikrokapljica. Posljedica toga
bila bi prekratko trajanje rezultirajuceg signala iona,
u slucaju da je signal uopée bio detektiran. Zbog
toga je razvijena specificna metoda tekucinske de-
sorpcije i ionizacije elektrorasprienjem koja se kori-
sti za direktnu analizu tekudih uzoraka. U toj se me-
todi tekudi uzorak nanosi na pamucnu vatu, filtrirni
papir ili poroznu teflonsku povrsinu. Uzorak za ana-
lizu se kontinuirano dovodi do porozne povrsine
kroz silikatnu kapilaru injekcijskom iglom ili crpkom
(slika 2)*. Zatim se analiza provodi kao i klasi¢na
analiza DESI. lonizacija analita potjece od interakci-
je nabijenih mikrokapljica i kapljica tekucih uzoraka
koje izlaze iz silikatne kapilare. Spajanjem nabijenih
elektrorasprsenih mikrokapljica i nenabijenih kaplji-
ca s uzorkom stvara sekundarno nabijene kapljice
koje sadrze analit. Te se kapljice dodatno desolvati-
raju Sto u konacnici vodi k ionizaciji‘.

Prednosti analize tekucih uzoraka uz pomo¢ teku-
¢inske DESI u odnosu na klasi¢nu DESI vidljive su
najvise pri analizi bioloskih uzoraka poput krvi i
urina koji se nalaze u teku¢em obliku. Direktna
analiza bez suSenja uzoraka na povrsini pozeljna
je jer omogucava odredivanje uzoraka iz njihovog
nativnog okruzenja. To moze daljnje ubrzati fre-
kvenciju analiza jer se umanjuju aktivnosti oko
pripreme uzoraka prije analize DESI-MS. Tekudin-
ska DESI omogucava povezivanje s analitickim
uredajima poput elektrokemijskih ¢elija ili pak
povezivanje sa separacijskim tehnikama poput
tekucinske kromatografije, Sto u konacnici Siri
analiticku primjenjivost analiza DESI®.

PRIMJENA ANALIZA DESI

PRIMJENA DESI KOD ANALIZE PROTEINA |
PEPTIDA

DESI je u pocetnim istraZivanjima primjene bila
ispitana na modelu analize osusenih krutih uzora-
ka proteina. Takva analiza bila je ograni¢ena na
proteine s molekulskom masom manjom od 25
kDa. Koriste¢i DESI-MS za direktnu analizu teku-
¢ih uzoraka, proteini s molekulskom masom do
65 kDa mogu se uspjesno ionizirati iz otopine, te
analizirati kao niz viSestruko nabijenih iona. U ko-

Otapalo
=~
Inertni Elektricki nabijene
plin kapljice
otapala
Otopina / spektometar
uzorka \ masa

porozna teflonska
povrsina

Slika 2. Shematski prikaz aparature DESI-MS za direktnu analizu tekuéih uzoraka: A Izvor elektrorasprsujuceg
otapala; B Uvodenje uzoraka kroz silikatnu kapilaru (ova kapilara se moze zamijeniti injekcijskom Spricom);

C Porozna teflonska povrsina

Figure 2. Schematic diagram of the DESI-MS apparatus for the direct analysis of liquid samples: A Electrospray
solvent ion source; B Sample introduction silica capillary (this capillary can be replaced by a syringe needle);

C Porous teflon surface
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nacnici, masa im se moze odrediti nakon dekon-
volucije viSestruko nabijenih iona®.

Moguénost desorpcije i ionizacije velikih proteina
iz otopina tekucinskom DESI vjerojatno proizlazi
iz manjih interakcija medu proteinima u razrije-
denoj otopini u usporedbi s interakcijama u osu-
Senim proteinima na nosacu. Poznato je kako se
kod visokih koncentracija proteina moze dogoditi
agregacija zbog hidrofobno hidrofobnih ili kova-
lentnih intermolekularnih interakcija. To moZe
voditi do znacajnih strukturalnih promjena prote-

U buducénosti je moguca upotreba tehnike DESI u in vivo
klinickim analizama te u prijenosnim spektrometrima
masa jednostavne i nezahtjevne primjene. Na taj bi se
nacin omogudilo jednostavnije koristenje spektrometri-
je masa za dijagnosticke svrhe u bolnicama.

256

ina. Agregirani proteini, posebno visoke molekul-
ske mase, tesko se desorbiraju s povrSine. Mo-
guénost ioniziranja proteina velike molekulske
mase iz otopine bez mogucnosti stvaranja neze-
lienih agregata s DESI-MS moze u perspektiviima-
ti veliki potencijal u bioloskim analizama®.

Kod DESI-MS analiza proteina koji su iz otopine
pripremljeni digestijom, analizu je moguce prove-
sti bez kromatografskog odvajanja, ¢is¢enja uzo-
raka i susenja. To znatno pojednostavljuje labora-
torijski rad kod pripreme uzoraka. Moguca je
direktna tekuéinska analiza DESI-MS bioloskih te-
kuéina poput, primjerice, nerazrijedenog urina ili

seruma. Razlog tome jest tolerancija tekucinske
DESI na visoku koncentraciju soli u uzorku®.

PRIMJENA DESI KOD ANALIZE
MIKROORGANIZAMA

DESI omogucduje direktnu analizu mikroorganiza-
ma uz pomo¢ MS u njihovom ambijentalnom
okruZenju. Spektri masa mikroorganizama dobi-
veni tehnikom DESI visoko su ponovljivi. Razlog
visoke ponovljivosti spektara masa jest u nacinu
njihova dobivanja iz nativnih organizama, koji pri-
je analize nisu tretirani nikakvim reagencijama ili
podvrgnuti fizikalnim procesima koji ih mogu ne-
povratno izmijeniti. Izostanak degradirajudih pro-
cesa svodi razlike medu dobivenim spektrima na
minimum. Osim identifikacije vrste mikroorgani-
zama, moguca je i njihova subkvalifikacija®.

PRIMJENA DESI U ANALIZI LJEKOVA I
NJIHOVIH METABOLITA U UZORCIMA
BIOLOSKIH TKIVA TEHNIKOM
MOLEKULARNOG OSLIKAVANJA

Odredivanje lijekova i njihovih metabolita tehni-
kom LC-MS/MS u uzorcima tkiva zahtijeva slozenu
i dugotrajnu pripremu uzoraka. Priprema uzorka
uklju¢uje homogenizaciju i ekstrakciju analita iz
tkiva Sto onemogucava dobivanje detaljnijih histo-
va i njihovih metabolita u tkivu. Nadalje, DESI
omogucava direktnu, istovremenu analizu i vizuali-
zaciju lijekova i njihovih metabolita u tkivima bez
potrebe za kemijskim ili radioloskim oznacavanjem
tkiva. DESI se u tom slucaju koristi kao tehnika mo-

Slika 3. A Slika reza mozga Stakora prije administracije lijeka; B Preklopljena slika A i MS slika zastupljenosti lijeka

(Klozapina) dobivena tehnikom molekularnog oslikavanja

Figure 3. A Optical image of rat brain section before drug administration B Overlayed image A and MS image of
drug distribution (Clozapine) by moluecular imaging technique
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lekularnog oslikavanja. Skeniranje povrsine uzorka
provodi se tokom nabijenih mikrokapljica. Moleku-
larne slike stvaraju se prikazom intenziteta jednog
ili vise ionskih signala dobivenih s povrsine kao
funkcija rasprostranjenosti na toj povrsini. Skenira-
nje se odvija u jednom smjeru konstantnom brzi-
nom. Kao primjer prikazana je opticka slika reza
mozga Stakora te preklopljena opticka i DESI MS
slika rasprostranjenosti neuroleptika Klozapina u
rezu mozga Stakora (slika 3)°.

Vrijeme potrebno za analizu tkiva tehnikom mole-
kularnog oslikavanja ovisi o povrsini koja se treba
analizirati te o Zeljenoj rezoluciji. Analiza reza or-
ganskog tkiva DESI-MS pri rezoluciji od 250 pum tra-
je u ovisnosti o vrsti analize, izmedu 30 minuta i 2
sata’®. U literaturi je opisan i slucaj gdje je rezolucija
u DESI eksperimentu smanjena na samo 40 um**.

PRIMJENA DESI KOD ANALIZE OTISAKA
PRSTUU

Otisci ljudskih prstiju forenzi¢arima omogucavaju
mnogo vise informacija od jednostavne identifi-
kacije osobe. Oni uz pomo¢ DESI-MS mogu biti
dokaz kontakta osobe s ilegalnim supstancijama
poput droga ili eksploziva. DESI se tada koristi kao
tehnika molekularnog oslikavanja. Analiticka in-
formacija koja se dobije uz pomo¢ DESI-MS moze
biti korisna i za razlucivanje preklapajucih otisaka
prstiju razli¢itih osoba2.

Desorpcija i ionizacija elektrorasprsenjem se, zbog
svojih karakteristika, u sprezi sa spektrometrom
masa svrstava u skupinu visokofrekventnih instru-
mentalnih tehnika. Velika propusnost omogucava
primjenu tehnike u raznim granama analitike po-
put analize peptida i proteina, intaktnih mikroor-
ganizama, u slikovhom prikazu tkiva, identifikaciji
metabolita, zagadenju namirnica bakterijama, de-
tekciji kvarenja mesa, odredivanju zagadivaca na
ljudskoj kozi, detekciji eksploziva, otkrivanju pri-
rodnih spojeva itd. Ciljane molekule ili skupina mo-
lekula identificiraju se u nacinu rada MS/MS uspo-
redbom s referentnim spojevima. Razlike medu
srodnim spojevima lako se vizualiziraju u spektri-
ma masa koristenjem analize glavne komponente
(engl. Principal component analysis, PCA) koja sta-
tistickom obradom signala moZe razluciti ciljani
signal od Suma ili sli¢nih signala.
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U buduénosti je moguca upotreba DESI u in vivo
klinickim analizama te u prijenosnim spektrome-
trima masa jednostavne i nezahtjevne primjene.
Isti bi omogucdili jednostavnije i Siroko primjenjivo
koristenje spektrometrije masa u bolnicama za
dijagnosticke svrhe*,
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