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URCENI POLOH NA§QBNYCH VAZEB V LIPIDECH POMOCI HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRIE. CAST I
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Strukturni analyza lipidi je jednim z klasickych témat organické hmotnostni spektrometrie. V poslednich letech jsme
vzorkl. Tyto metody jsou vétSinou zaloZeny na derivatizacnich reakcich nebo nové dostupnych fragmentacnich technikach.
Zakladni hmotnostné-spektrometricka analyza lipidd, tj. urCeni tfidy lipidd, délky acylového fetézce a stupné nenasyceni
pokroky hmotnostni spektrometrie pti charakterizaci dvojnych a trojnych vazeb v acylovych fetézcich lipidi metodami
LC-MS a pfimou ionizaci kapalnych vzorkl za atmosférického tlaku. V prvnim ¢lanku se vénujeme derivatizacim dopro-
vazenym zmeénou polarity naboje, ozonolyze a Paterno-Biichiho reakci.

Klicova slova: dvojna vazba, fragmentce, hmotnostni spektrometrie, lipidy, ozonolyza, Paterno-Biichi, strukturni analyza,
trojna vazba

Obsah idalsi typy iontt, napiiklad adukty s alkalickymi kovy,
kovy alkalickych zemin nebo ptechodnymi kovy. Nékdy
1. Uvod miZze byt vyhodné vytvofit a fragmentovat ionty s lichym
2. Fragmenta¢ni techniky poctem elektront. Takové ionty vznikaji typicky pfi elek-
3. Poloha a izomerie nasobnych vazeb v alifatickych tronové ionizaci (EI), Ize je v8ak také vytvofit za specific-
fetézcich lipida kych podminek v iontovych zdrojich pro APCI a APPI
4. Derivatizace mastnych kyselin doprovizena zménou (cit.’). Nekteré derivaty lipidG umozituji ziskat radikalové
polarity néboje ionty fragmentaci neradikalovych prekurzorovych iontt.
5. Disociace vyvolana ozonem — ozonolyza Prikladem mohou byt derivaty obsahujici jod na aromatic-
6. Paterno-Biichiho reakce kém jadre, které po elektrosprejové ionizaci a aktivaci UV
7. ZAver zétenim oditépuji jod za vzniku radikalového iontu®.
1. Uvod 2. Fragmentac¢ni techniky
Hmotnostni spektrometrie je dileZitym nastrojem pro Pro ziskani fragmenti nesoucich informace o struktu-
strukturni analyzu lipida'. P¥i ionizaci lipidt vznikaji klad- fe 1ze lipidové ionty aktivovat riznymi zpusoby: interak-
né ¢i zaporné nabité ionty se sudym nebo lichym poctem cemi s neutrdlnimi molekulami nebo atomy v plynném
elektronti, které lze vyuzit pro strukturni charakterizaci. stavu, s povrchy, fotony nebo elektrony”. Fragmentace lze
Charakter iontl zavisi na druhu iontového zdroje, jeho dosahnout i pouzitim chemické reakce®.
nastaveni a také na pouzitych rozpoustédlech a aditivech. Kolizn¢ indukovana disociace (CID) je nejbéznéjsim
Lipidy, které neposkytuji strukturné diagnostické ionty, l1ze zpusobem aktivace iontl v hmotnostni spektrometrii.
chemicky modifikovat’. V iontovych zdrojich pracujicich K fragmentaci dochazi pii srazkach urychlenych iontt
za atmosférického tlaku (elektrosprejova ionizace, ESI; s neutralnimi atomy nebo molekulami v plynné fazi. Ve
chemicka ionizace za atmosférického tlaku, APCI; fotoio- veétsiné pfistroji pro tandemovou hmotnostni spektrome-
nizaci za atmosférického tlaku, APPI) vznikaji v kladném trii je kdispozici nizkoenergeticka CID, ktera pracuje
ionizaénim moédu nejéastéji protonované molekuly. Ne srelativné malymi kinetickymi energiemi prekurzort
vzdy vede fragmentace téchto iontli k pozadované struk- (< 1keV). Dochazi pfi ni ke §tépeni nejslabsich chemic-
turni informaci, a proto se cilené pfipravuji a fragmentuji kych vazeb. Pii vysokoenergetické CID (1-20keV) se
Chem. Listy /17, 684-693 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230684
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zvySuje pravdépodobnost pfimého Stépeni vazeb, coz
umoziuje podrobnéjsi strukturni analyzu lipida. Prikladem
disociaci pozorovanych pii vysokych energiich jsou frag-
mentace s odlehlym ndbojem (charge remote fragmentati-
on; CRF). Vysokoenergetickou CID je mozno realizovat
pouze s méné¢ béZnymi piistroji, jako jsou sektorové hmot-
nostni spektrometry nebo tandemové analyzatory doby
letu (TOF/TOF). Dalsi technika, povrchem indukovana
disociace (surface-induced dissociation, SID), je zaloZena
na srazkach prekurzorovych iontli s povrchem pevného
tere. SID je dnes vyuZivana hlavné pro charakterizaci
proteinovych komplexil, véetné téch, které vazou lipidy”*®.
Prestoze je tato aktivacni technika znama vice nez 40 let,
komer¢ni pfistroje s moznosti SID se objevily teprve ne-
davno a jeji vyuziti pro strukturni analyzu lipidt neni pro-
to prili§ prozkoumano.

Ve fotodisociacnich technikéch se vyuzivaji interakce
prekurzorovych ionti s fotony’. K aktivaci dochazi pohl-
cenim jednoho fotonu nebo postupnou absorpci nékolika
fotonll. Zatimco v pfipadé vysokoenergetickych fotonl
stai k fragmentaci absorpce jediného kvanta, fotony
s nizkou energii aktivuji ion postupné, podobné jako
v nizkoenergetické CID. Postupna aktivace nizkoenerge-
tickymi fotony se vyuziva pfi infraervené multifotonové
disociaci (infrared multiple photon dissociation, IRMPD).
Jak nizkoenergeticka CID, tak IRMPD poskytuji relativné
jednoducha spektra, ktera popisuji zékladni strukturni rysy
lipida. Naproti tomu fotodisociace ultrafialovym zafenim
(ultraviolet photodissociation, UVPD) vede ke vzniku
specifickych fragmentt, naptiklad produktd Sté€peni vazeb
uhlik—uhlik v acylovych fetézcich. UV fotony maji dosta-
tek energie k excitaci iontll do vysSich elektronovych sta-
vl, atim k fragmentaci vazeb s vys§i vazebnou energii.
UVPD spektra se lisi v zavislosti na vinové délce laserové-
ho zafeni'’.

Disociace iontl interakcemi s elektrony se vyuziva
v nékolika metodach znamych jako disociace zachytem
elektronu (electron capture dissociation, ECD), disociace
prenosem elektronu (electron transfer dissociation, ETD),
disociace indukovana elektrony (electron-induced dissoci-
ation, EID) a disociace odtrZzenim elektrond (electron deta-
chment dissociation, EDD). Tyto techniky se souhrnné
oznatuji jako ExD (cit.'!). Metody ECD a ETD se obvykle
vyuzivaji pro peptidy a proteiny. Vicenasobné kladné na-
bité prekurzorové ionty interaguji s termalnimi elektrony
(ECD) nebo reaktivnimi radikdlovymi anionty (ETD)
a vznikajici ionty s redukovanym nébojem a lichym po-
¢tem elektrontl dale fragmentuji. Pouziti ECD a ETD pro
lipidy je omezené, protoze jejich molekuly vétSinou nepo-
skytuji vicenasobné nabité ionty. Dvojnasobné nabité ion-
ty lipidd 1ze nicméné vytvofit adici vicemocnych ionti
kovi'? nebo n&kolika jednomocnych iontd'?. P¥i EDD je
vyuZzivana interakce vicendsobné zéporn¢ nabitych iontid
s elektrony. Dochazi ke ztraté elektronu a vzniku excitova-
nych radikalovych iontl s vyS§im zapornym nabojem,
které se rozpadaji na fragmenty. EDD nachazi uplatnéni
napiiklad pii strukturni analyze glykolipidi'*. EID se pou-
ziva k fragmentaci jednondsobné nabitych iontl, které se
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pfi ionizaci lipida obvykle tvofi. Vicenasobné interakce
s elektrony vedou k elektronovym i vibracnim excitacim
aziskand EID spektra jsou proto informacn€ bohatd,
s rozsahlym $tépenim vazeb v acylovych fetézcich.

3. Poloha a izomerie nasobnych vazeb
v alifatickych Fetézcich lipida

Lipidy mohou tvofit polohové izomery dvojné nebo
trojné vazby. Poloha a stereoizomerie nisobné vazby
ovliviiuje fyzikalni a chemické vlastnosti lipidd a odrazi se
proto i v biologické aktivité lipida'®. Lokalizace dvojnych
vazeb v nenasycenych alifatickych fetézcich lipida je kla-
sicky analyticky problém, ktery Ize fesit hmotnostni spek-
trometrii. Prvni metody urovani polohy nasobné vazby
byly zalozeny na EI. Spektra EI vétSinou nedovoluji urcit
polohu dvojné vazby piimo, a proto se vyuzivaly chemic-
ké derivatizace lipidi v misté dvojné vazby'® nebo na jiné
funkéni skuping'’. V prvnim piipadé oslabuji nové zave-
dené skupiny vazbu uhlik—uhlik v misté pivodni dvojné
vazby, zatimco druhy pfistup umoznuje fragmentaci, ktera
probiha vzdalen¢ od mista naboje. Derivatizacni strategie
vyuzivajici fragmentaci v mist¢ naboje a fragmentaci
s odlehlym nabojem (CRF) byly pozd¢ji vyvinuty také pro
mekké ionizacni techniky. Chromatograficka separace
stereoizomerit dvojnych vazeb (cis/trans izomeri) je po-
mémé snadnad'®?', ale jejich identifikace z hmotnostnich
spekter byva obtizna. Malé rozdily ve spektrech stereo-
izomert jsou vétSinou pouze V intenzitach fragmentd.
Dtikazy o geometrii dvojné vazby lze nalézt ve spektrech
ziskanych vysokoenergetickou CID (cit.”?), EID (cit.”)
nebo ozonem indukovanou disociaci (OzID)**.

Doposud bylo vyvinuto jen nékolik metod pro uréeni
polohy trojnych vazeb. EI spektra 4,4-dimethyl-
oxazolinovych (DMOX) derivati mastnych kyselin s troj-
nymi vazbami poskytuji CRF ionty s rozdilem m/z 10
(cit.?®). Pravdépodobné jedindg metoda ionizace za atmo-
sférického tlaku pro urceni polohy trojné vazby vyuziva
cher2n7ickou reakci acetonitrilu v plynné fazi pfi APCI
(cit.™).

4. Derivatizace mastnych kyselin doprovazena
zménou polarity naboje

Lipidy jsou ¢asto hydrolyzovany na mastné kyseliny
nebo transesterifikovany. Identifikace mastnych kyselin
ajejich strukturni analyza se tradi¢né provadi pomoci
(GC)/EI-MS (cit.>*®). Nejvice informaci poskytuji spektra
derivati s funkéni skupinou, na které se po ionizaci lokali-
zuje kladny naboj, napi. pyrrolidiny®-°, pikolinyl
(3-hydroxymethylpyridinylové) estery’’” nebo dimethyl-
oxazoliny (DMOX)'"*'. CRF ptimych, nesubstituovanych
alkylovych fetézcli poskytuje sérii fragmentti liSicich se
o 14 hmotnostnich jednotek. Pfitomnost dvojné vazby
nebo jiné funkéni skupiny tuto pravidelnou distribuci na-
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rusi, ¢ehoz lze vyuzit k uréeni jeji pozice v fetézci’>>>.
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Schéma 1. Derivatizace mastné kyseliny N-(4-aminomethylphenyl)pyridiniem (AMPP")

Kromé kladné nabitych iontl lze pro strukturni analyzu
pomoci CRF vyuzit i zaporné nabité ionty. Volné mastné
kyseliny poskytuji pii ionizaci ostfelovanim urychlenymi
atomy (FAB) deprotonované molekuly se zéapor-
nym ndbojem lokalizovanym na karboxylové skuping.
Tyto ionty lze néasledn€ fragmentovat pomoci vysokoener-
getické CID (cit.*®).

Nastup ionizac¢nich technik za atmosférického tlaku,
zejména elektrospreje, umoznil analyzovat mastné kyseli-
ny pomoci HPLC-MS nebo piimym néstfikem kapalného
vzorku do hmotnostniho spektrometru. Analyza nederiva-
tizovanych mastnych kyselin pomoci ESI-MS neni pfili§
vyuzivana, protoze citlivost detekce je nizka
a nizkoenergeticka CID spektra neposkytuji dtlezité infor-
mace o struktufe alifatickych fetézcl. ZvySeni signalu
bylo dosazeno derivatizacnimi rekcemi, které zavadéji do
molekuly permanentni kladny naboj>>*"*°. Protoze derivé-
ty s permanentnim kladnym nébojem pochazeji z molekul,
které se pted derivatizaci snadno deprotonovaly na zépor-
né nabité ionty, oznacuji se takovéto reakce jako ,,charge-
switch® derivatizace, tj. derivatizace se zménou polarity
naboje. Pro strukturni analyzu mastnych kyselin se osvéd-
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Obr. 1. MS? spektra AMPP"* derivati mononenasycenych
mastnych kyselin s riznymi polohami dvojnych vazeb. Pte-
pracovano podle cit.”’
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Obr. 2. Fotodisociaéni hmotnostni spektrum 4-I-AMPP" deri-
vétu Kyseliny cis-vakcenové. Piepracovano podle cit.*?

(AMPP"*! (schéma 1). Cinidlo bylo navrzeno tak, aby
minimalizovalo fragmentaci derivatl v blizkosti mista
permanentniho naboje a poskytovalo tak CRF ionty
o vysoké intenzité. CID spektra nasycenych mastnych
kyselin derivatizovanych pomoci AMPP" (cit.*') obsahuji
sérii fragmentd liSicich se o 14 hmotnostnich jednotek.
Tyto ionty jsou produkty §tépeni vazeb uhlik—uhlik, vzni-
kajici 1,4-eliminaci vodiku. Pfitomnost jedné nebo vice
dvojnych vazeb snizuje intenzitu nékterych iontl a vytvari
nové fragmenty, které jednoznaéné identifikuji polohu
dvojnych vazeb (obr. 1). Kromé dvojnych vazeb pomahaji
derivaity AMPP" lokalizovat také mista methylového vét-
veni*** nebo hydroxyskupiny****. Pro zvy3eni vyt&znosti
fragmentovych iontll byly vyvinuty derivaty schopné tvo-
fit ionty s lichym poc¢tem elektronii®®. Radikalové ionty
vznikaji fotodisociaci prekurzorti se sudym poctem elek-
trond, které obsahuji fotostépitelny jod. Derivatizace mast-
nych kyselin 1-(3-(aminomethyl)-4-jodfenyl)pyridin-1-
-iem (4-I-AMPP") a 1-(4-(aminomethyl)-3-jodfenyl)py-
ridin-1-iem (3-I-AMPP") probiha obdobné jako v ptipadé
AMPP" (cit.*’). Fragmentaci téchto derivati laserovym
UV zifenim (266 nm) se ziska radikal-kation [M — 1]
a sekundarni fragmenty, které odpovidaji §tépeni acylové-
ho fetézce a eliminaci AMPP" (obr. 2).

5. Disociace vyvolana ozonem — ozonolyza
Reakci dvojné vazby s ozonem popsal Christian

F. Schonbein?’ v roce 1847 a jeji mechanismus vysvétlil
o sto let pozdéji Rudolf Criegee*. Reaktanty nejprve tvofi
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Schéma 2. Derivatizace dvojné vazby ozonem

nestabilni molozonid (1,2,3-trioxolan), ktery se zpétné
méni na odpovidajici karbonyl oxid (Criegeeho mezipro-
dukt) a aldehyd. Oxid a aldehyd opé€t reaguji za vzniku
sekundarniho ozonidu se strukturou 1,2,4-trioxolanu
(schéma 2).

Pfi rozkladu ozonidd vznikaji aldehydy, které lze
pouzit k urCeni polohy dvojné vazby. V 60. letech
20. stoleti byla vyvinuta metoda urceni polohy dvojné
vazby zaloZena na tepelném rozkladu ozonidi v injektoru
plynového chromatografu a nasledné separaci produkti
rozkladu®. Prvni hmotnostnd spektrometrickd analyza
intaktnich ozonidl byla provedena pomoci chemické ioni-
zace (CI)™. Pozdgji se ukazalo, Ze elektrosprejova ioniza-
ce a tandemova hmotnostni spektrometrie ozonidl fos-
fatidylcholinu poskytuje fragmenty uréujici polohu dvojné
vazby® 2. V nasledujicich letech se ozonizace rozvinula
v §iroce pouZzivany pfistup pro stanoveni polohy dvojnych
vazeb. Reakce nenasycenych lipidi s 0ozonem miize probi-
hat v riznych fazich hmotnostné spektrometrické analyzy,
jak je uvedeno na obr. 3.

Criegeeho
meziprodukt
& aldehyd

sekundarni ozonid

K analytickému vyuziti ozonolyzy vyznamné piispéla
predevsim australska skupina prof. S. Blanksbyho?*>>%%77,
ktera vypracovala metody pro provadéni reakci s ozonem
pfimo v hmotnostnim spektrometru. Zpocatku se ozonoly-
za provadéla v elektrosprejovém iontovém zdroji (OzESI-
MS). Prvni experimenty vyuzivaly ke generovani ozonu
kyslik zavadény do iontového zdroje. Pti vysokém zapor-
ném potencialu se na hrotu elektrosprejové jehly tvorila
plazma, ve které vznikal ozon®. Pozd&ji byl ozon do ion-
tového zdroje pfivadén z externiho generatoru, coz zlep$i-
lo citlivost a umoznilo pouZivat ob& polarity ionizace®.
OzESI-MS poskytuje pro kazdou dvojnou vazbu dvojici
fragmentti, které lze vyuzit pro urceni jeji polohy: alde-
hydovy ion a Criegeeho meziprodukt. Pro analyzu kom-
plexnich smési vSak ozonolyza v iontovém zdroji neni piili§
vyhodna. Proto byla zavedena metoda OzID (disociace vy-
volana ozonem), pfi niZ jsou pusobeni ozonu vystaveny ion-
ty v hmotnostnim analyzatoru®**6>*-1437180 pryni OzID
byla realizovdna v hmotnostnim spektrometru s iontovou
pasti, do jehoz analyzatoru byl ozon zavadén spolu s tlu-

5 16
| 2 UV HV | Hmotnostni
Kapalny — .
vioiak == Y | lonizacni analyzator
-Q— zdroj 1
W 0; 3 0, 4 0;
Destruk¢cni "_l%
katalyzator o
Generator 2
ozonu

Obr. 3. Ruzné zpusoby ozonolyzy v LC-MS pf¥istroji. (1) Ozonolyza v kapalné fazi po ozafeni vzorku v pritokové cele z taveného
oxidu kiemicitého UV svétlem [49]; (2) ozonolyza v kapalné fazi ozonem pronikajicim pies polopropustné teflonové hadicky (O3;-MS)
[50]; (3) ozonolyza ve zdroji béhem ionizace elektrosprejem (OzESI)®'; (4) ozonem indukované disociace (OzID) v hmotnostnim analy-
zétoru™’; (5) ozonolyza ve zdroji pomoci ozonu generovaného ozafenim kysliku UV svétlem™; (6) ozonolyza ve zdroji pomoci ozonu
generované¢ho z kysliku korénovym vybojem™
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Obr. 4. OzID hmotnostni spektrum sodného aduktu fos-
fatidylcholinu PC (16:0/9Z-18:1). Piepracovano podle cit.”

micim plynem, tj. heliem*®. Pro kazdou dvojnou vazbu se
tvoii dva diagnostické ionty charakterizujici polohu dvoj-
né vazby, viz obr. 4 a 5. K vyznamnému zlepSeni doslo pii
pouziti hybridniho hmotnostniho spektrometru Q-trap
(AB SCIEX), kde jsou od sebe jednotlivé faze procesu, tj.
vybér iontll, reakce s ozonem a detekce produkti, fyzicky
odd&leny®*. Zlepgeni citlivosti a rychlosti detekce bylo
dosazeno diky vyssi koncentraci ozonu v tlumicim plynu.
Spektra OzID lze zaznamenavat v kratkém Casovém inter-
valu, proto je metoda vhodna i pro lipidomickou analyzu
srychlym sbérem dat, vcetn¢ metod zaloZzenych na
LC-MS (cit.**%%). Technika OzID se stala uZite¢nym na-
strojem také pro zkoumani geometrie dvojnych vazeb
a polohy nenasyceného acylového fetézce na glycerolu®.
Experimenty ukazaly, Ze reaktivita cis a trans dvojnych
vazeb s ozonem se vyrazné lisi, coz se projevuje riznym
pomérem intenzity charakteristickych OzID ionti (obr. 6).
U mnoha lipidovych tfid je reaktivita trans izomeru
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OzID lze kombinovat s CID a ziskat tak podrobng;jsi
informace o struktufe daného lipidu. Experimenty CID/
OzID v linearni iontové pasti nebo piistroji Q-trap jsou
uzite¢né pro jednoznacné pfifazeni polohy dvojné vazby
a sn-pozice acylovych fetézct v glycerofosfolipidech®.
OzID lze také vyuzit v hmotnostnich spektrometrech
s iontové mobilitni celou s pohybujici se vinou (travelling
wave ion mobility, TWIM). OzID v hmotnostnim spektro-
metru Synapt (Waters) je mozné uskutecnit dvéma zpi-
soby®®’®. V jednom usporadani je ozon piivadén piivodem
pro kolizni plyn do ,,trap“ a ,transfer* cely78, zatimco ve
druhém je ozon veden do iontové mobilitni cely®. Vysoké
koncentrace ozonu zajiStuje vznik velkého mnoZstvi pro-
duktovych iontl béhem kratké doby a OzID na téchto
pristrojich tak dosahuje vynikajicich parametrii. OzID na
pristrojich Synapt je kompatibilni s ultra G¢innou kapali-
novou chromatografii, coz bylo ukdzdno pro izomerni
fosfatidylcholiny®. Pfi analyzach vzorkd plazmy bylo
demonstrovano, ze OzID na pfistroji s velmi vysokym
rozlisenim typu orbitalni past miize pomoci zvysit pocet
identifikovanych lipida”. Vysoké rozlifeni umoziiuje
rozlisit téméf izobarické lipidy, jako jsou plazmalogeny
a plazmanyletherové lipidy. OzID v kombinaci s iontovou
mobilitou otvird dal$i moznosti pro analyzu izomert lipi-
di v biologickych vzorcich. RozliSeni stereoizomerti dvoj-
nych vazeb bylo dosazeno na prfistroji Agilent IMSQTOF
v uspoiadani LC-OzID-IMS-MS (cit.”?). Spektrometr byl
upraven tak, aby mohl byt ozon zavadén do oblasti vyso-
kotlaké iontové nalevky (ion trapping funnel), ktera je
v tomto pfistroji predfazena iontové mobilitni cele. Cis
a trans izomery tak bylo mozné rozlisit na zaklad¢ jejich
driftovych €asti a pomérd OzID produktovych iontd. Ten-
to postup nezahrnuje zadny krok izolace iontl, a diky své
rychlosti je proto vhodny pro lipidomiku .

Reakéni rychlost ozonolyzy zavisi na druhu aduktu
alkalického kovu a na uspotfadani dvojnych vazeb v alifa-
tickych fetézcich lipida®. V piipadé methylestert oktade-
kadienovych mastnych kyselin s konjugovanymi dvojny-

OM)\/\/\N

e]

—_—
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(RN ONa
sekundarni ozonid

m/z 830

Criegeeho meziprodukt
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Obr. 5. Pfedpoklddany mechanismus reakce [PC (16:0/9Z-18:1) + Na]" s ozonem p¥i OzID. Prepracovino podle cit.
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Obr. 6. OzID spektra fosfatidylethanolaminu PE 18:1 (n—9,
cis)/18:1 (n—9, cis) (horni spektrum) a PE 18:1 (n-9,
trans)/18:1 (n—9, trans) (dolni spektrum) ukazujici vyssi in-
tenzitu produktovych iontti OzID pro trans izomer. Pfepraco-
vano podle cit.®

mi vazbami (konjugované kyseliny linolové, CLA) je re-
akce tak rychla, ze jiz neni nutny krok zachyceni v iontové
pasti a pro ozonolyzu lze pouZit trojity kvadrupol®. Byl
zkouman vliv kationizace riznymi ionty kovl na iontove
mobilitni separaci OzID produktti fosfatidylcholind
a triacylglycerolii. Pro experimenty byla pouzita iontova
mobilitni spektrometrie s vysokonapétovou asymetrickou
vinovou funkci (FAIMS) spojena s pfistrojem s iontovou
pasti’’. Agkoli kationizace ionty Ag* a Cu' separaci zlep-
Sila, vytéznost OzID reakce se snizila pravdépodobné
v disledku silnych interakci kovli s dvojnymi vazbami.
Jak je uvedeno v piedchozi kapitole, derivaty AMPP"
zlepSuji detekci mastnych kyselin diky permanentnimu
kladnému néboji. Uginnou ionizaci AMPP" derivatd lze
vyuzit také pro zvyseni citlivosti OzID (cit.”®), zejména pii
zavadéni vzorku ptimou infuzi. Metoda je zaloZena na skenu
prekurzorového iontu AMPP”, kdy v pfipadé jeho detekce se
automaticky spusti OzID. Tento postup byl pouZit pro struk-
turni analyzu mastnych kyselin v novorozeneckém mazku
(vernix caseosa)’®. Bylo prokéazano, ze OzID poskytuje infor-
mace o dvojnych vazbach v mnoha rtznych lipidech, véetné
fosfolipida+ 6526+ 6T2TSTIT s finolinid®s /17281 aevl.
glycerola®**">7>77 " methylestert mastnych kyselin®"®,
(O-acyl) hydroxymastnych kyselin™, AMPP" derivat

R2
R‘IA%/ + O:<

——

Schéma 3. Paterno-Biichiho derivatizace dvojné vazby acetonem
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mastnych kyselin’®, cholesterylestert
metaboliti”>*.

OzID je vybornym néstrojem pro studium struktury
nenasycenych lipidd, ale vyZaduje Upravy hmotnostnich
spektrometrti. Pokud takové modifikace nejsou mozné, lze
ozonolyzu provést jednoduse pomoci in-line reaktoru pied
hmotnostnim spektrometrem™. Kapalny vzorek protéka
teflonovou hadickou vlozenou do ldhve obsahujici ozon.
Nenasycené lipidy reaguji s ozonem, ktery pronika sténou
hadicky, a aldehydové produkty ozonolyzy jsou nasledné
ionizovany v iontovém zdroji (O3;-MS). Tento pfistup byl
pouzit pfi LC analyze methylestert mastnych kyselin™,
CLA™, a fosfolipida****. Dalsi zpiisob ozonolyzy v rozto-
ku je zalozen na ozafovani kiemenné kapilary nizkotlakou
rtutovou UV lampou™. Kyslik rozpustény v mobilni fazi
se pfeméni na ozon, ktery nasledné reaguje s nenasyceny-
mi lipidy. V jiném uspofadani je mikroreaktorem semiper-
meabilni teflonova hadi¢ka obtogena kolem UV lampy”’.
Okolni ozon generovany lampou difunduje do reaktoru
a iniciuje ozonolyzu. UV lampa mize byt také umisténa
v blizkosti sprejovaciho emitoru v iontovém zdroji pro
nanoESI (cit.”).

6. Paterno-Biichiho reakce

Paterno-Biichiho (PB) reakce, znama od roku 1909,
je fotochemickd reakce mezi karbonylovou slouceninou
aalkenem, pii niz vznikaji oxetanové produkty
(schéma 3). Reakce se fadi mezi [2+2] cykloadice®. Uzi-
teCnost PB reakce pro lokalizaci dvojnych vazeb v lipi-
dech ukazali Ma a spol. v roce 2014 (cit.*®). Reakce probi-
hala béhem nanoelektrosprejové ionizace pasobeni UV
zateni nizkotlaké rtutové vybojky (254 nm) v pfitomnosti
acetonu. Oxetanové produkty byly podrobeny CID, pii
které vznikaly produktové ionty specifické pro pozici
dvojné vazby.

Metoda PB-MS/MS ma fadu vyhod: jednoduché expe-
rimentalni provedeni, vysokou rychlost, pouzitelnost pro
vice tfid lipidi a ¢inidla, kterd jsou kompatibilni s ESI
iLC (cit.***). Od svého zavedeni byla metoda pouZita
k charakterizaci Siroké $kaly nenasycenych lipidd, vcetné
fosfolipida® 7, sfingolipida®®, glycerolipida’ "', mast-
nych kyselin'®*"'% a steroida'”" ' v riiznych matricich.

Aceton pouzity v ptivodnim ¢lanku® je stale nejpou-
zivangj§im PB c¢inidlem. Je kompatibilni s ESI ionizaci,
dobfe se misi s vodou a organickymi rozpoustédly a roz-
pousti lipidy v $irokém rozsahu polarit®***”''°. Nevyhodou
je jeho sklon k bocnym reakcim, které snizuji vytézek

+
0 o)
R’ R?
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a citlivost detekce. Mezi vedlejsi reakce patii naptiklad
oxidace lipidi aadice acetylovych radikald na lipidy
(Norrishovy reakce)®. Proto byla navrzena ¢inidla umoz-
fyjici provadéni PB reakei pii delSich vinovych délkach,
napt. benzofenon’*'%, benzaldehyd''!, acetylpyridiny”’,
2-benzoylpyridin''? nebo antrachinon'". Aktivace karbo-
nylové skupiny fotony s nizsi energii Castecné eliminuje
vedlej$i reakce''* a svételné zdroje delsich vinovych délek
minimalizuji zdravotni rizika'®'"®. Jednou zmoznosti
zlepSeni vytézku PB reakce je zavedeni elektronegativnich
skupin. Ptikladem miiZe byt 2,4,6-trifluoracetofenon, ktery
poskytuje dobry vytézek reakce a vyrazné snizuje chemic-
ké interference'"”. V prvni praci o tvorbé oxetanti ve vidi-
telném svétle je popsano pouziti benzofenonu a fluo-
rescenéni lampy (>400 nm) nebo OPO laseru (520 nm)''®.
Za téchto podminek vede cykloadi¢ni reakce ke vzniku
oxetanll jinym mechanismem nez PB reakce. Viditelné
zafeni aktivuje protonové vézany komplex vytvofeny
z ¢inidla a nenasyceného lipidu, nikoliv samotnou karbo-
nylovou skupinu, jako je tomu u PB reakce iniciované
UV svétlem.

PB derivatizace probihajici online nebo off-line se
pouzivaji v fadé lipidomickych experimenti, a to jak pfi
analyze piimou infuzi vzorku (,,shotgun*)*¢#19-110 ‘tak p¥i
LC-MS analyze’***!'""!"8 v _shotgun“ analyze je nanoESI
emitor ozafen UV nebo Vis lampou a derivatizované lipi-
dy jsou charakterizovany pomoci MS? (cit.*). V ptipadé
LC separace je do systému zapojen prutokovy mikroreak-
tor, kde probihé derivatizace®®. PB-MS/MS je rovnéZ pou-
zitelna pro analyzu jedné bunky. Derivatizacni reakce
probihd v mikropipeté, kterd slouzi k odbéru buné€k a bu-
nécné lyzaci, a zaroveni také jako PB mikroreaktor a nano-
ESI emitor'®. PB reakci lze také provadét v hmotnostnich
spektrometrech s iontovou mobilitou, coz vede ke zlepSeni
separace a identifikace lipida'**'"’. Xie a spol. vyvinuli
metodu pro kvantitativni analyzu konjugovanych mast-
nych kyselin. Tato metoda kombinuje PB derivatizaci
s iontoveé mobilitni separaci znamou jako TIMS (Trapped
Ton Mobility Spectrometry) pted MS?. Technika byla pou-
Zita lklg stanoveni geometrie a polohy dvojnych vazeb CLA
(cit.” ™).

7. Zavér

V prvni dilu ptehledového ¢lanku je shrnuta ¢ast no-
vych modernich metod hmotnostni spektrometrie pro cha-
rakterizaci nasobnych vazeb v acylovych fetézcich lipida
s vyuzitim LC-MS a ionizace za atmosférického tlaku.
V této oblasti doslo v poslednich letech k rychlému vyvo-
ji. Byla publikovéna fada dalSich zajimavych metod, které
se do prvni ¢asti nevesly a budou popsany ve druhé Casti
¢lanku. Druha ¢ast bude vénovana urceni polohy nasob-
nych vazeb s vyuzitim epoxidace, tvorbé aduktl vznikaji-
cich z acetonitrilu pti chemické ionizaci za atmosférického
tlaku, fotodisociacnim reakcim a technikam disociace
iontd po interakei s elektrony.
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S. Strnad, V. Vrkoslav, and J. Cva¢ka (Institute of
Organic Chemistry and Biochemistry,

CAS, Prague,

Czech Republic): Location of Double or Triple Bonds in
Lipids Using Mass Spectrometry, Part I

Structural analysis of lipids is one of the classical

topics of organic mass spectrometry. In recent years, we
have witnessed a rapid development of new methods that
allow the characterization of lipid structures more accu-
rately, more rapidly, and in more complex samples. These
methods are mostly based on derivatization reactions or
newly available fragmentation techniques. Basic mass
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spectrometric analysis of lipids, i.e., determination of lipid
class, acyl chain length, and degree of unsaturation, is
usually relatively easy but the detailed structural descrip-
tion is more challenging. In this two-part review article,
we present advances in mass spectrometry for characteriz-
ing double and triple bonds in lipid acyl chains by LC-MS
and direct ionization of liquid samples at atmospheric
pressure. The first paper discusses charge-switch derivati-
zations, ozonolysis, and the Paterno-Biichi reaction.
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