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ABSTRACT

In this study, the MALDI-IMS (MALDI Imaging) technique will be used specifically. Mass
spectrometry in MALDI images is the use of ionization of matrix-assisted laser
desorption as a mass spectrometry image technique in which the sample, often a
section of the thin tissue, moves in two dimensions while registering the mass spectrum.
The most important advantage of this technique shows us the ability to measure the
distribution of a large number of analytes without destroying the sample, this fact makes
it a useful method for studying tissues.

An important point in the present study will be the optimization of the preparation and
use of different types of matrix, such as 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB), sinapinic acid
(SA), a-cyano acid -4-hidroxicinamic (CHCA) and 9-aminoacridine (9-AA).

In several works it has been proven that the MALDI-TOF-MS technology is useful for
genetic markers. Along with multivariate analysis, it can be used to determine
intermediate PMIs and improves the sensitivity of detection of some drugs embedded in
a hair matrix. It is also helpful for providing a level of detection of methamphetamine up
to a nanogram per millimeter incorporated into the hair. It can prove for the elaboration
of fast chemical profiles or the image of the red marks, to detect the chemical species
contained in the residue and this allows the physical reconstruction of the ridges of the

fixed fin.

Mass spectrometry in MALDI images has entered the field of tissue-based research,

providing unique advantages to analyze them in detail.
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RESUM

Aquest estudi es centra en la tecnica MALDI, concretament MALDI Imaging.
L'espectrometria de masses en imatges MALDI és I'Gs de la ionitzacio de la desorcio
laser assistida per matrius com una tecnica d'imatge d'espectrometria de masses en la
gual la mostra, sovint una seccié del teixit prim, es mou en dues dimensions mentre

se’n registra lI'espectre de masses.

L'avantatge més important d'aquesta técnica ens mostra la capacitat de mesurar la
distribucioé d'un gran nombre d'analits sense destruir la mostra, fet que el converteix en

un meétode util per a l'estudi dels teixits.

Un punt important en aquest estudi sera I'optimitzacio de la preparacioé i I'Us de diferents
tipus de matrius, com l'acid 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), I'acid sinapinic (SA), l'a-ciano-
acid -4-hidroxicinamic (CHCA ) i 9-aminoacridina (9-AA).

L'espectrometria de masses en imatges de MALDI ha contribuit al camp de la

investigacio basada en teixits, oferint avantatges unics per analitzar-los en detall.

En diferents estudis, s'ha demostrat que la tecnologia MALDI-TOF-MS és util per als
marcadors genetics. Juntament amb I'analisi multivariant, es pot utilitzar per determinar
els intervals postmortem i que millora la sensibilitat de deteccié d'alguns medicaments

incrustats en una matriu de cabell.

També és util per proporcionar un nivell de deteccié de metamfetamina fins a un ng/mm
incorporat al cabell. També ha estat utilitzat per a I'elaboraci6 de perfils quimics rapids
o la imatge de les marques vermelles per detectar les espécies quimiques contingudes
en el residu, i aquest ultim també permet la reconstruccio fisica de les crestes de l'aleta

fixa.
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1. INTRODUCCIO

La ionitzaci6 MALDI (matrix-assisted laser desorption), acoblada a un analitzador TOF
(temps de vol), és una tecnica de ionitzacid suau utilitzada en espectrometria de
masses que permet l'analisi de biomolécules i molecules organiques grans que

tendeixen a fer-se fragils i fragmentar-se quan son ionitzades.

En aquesta técnica, la mostra és barrejada amb la matriu en excés sobre una superficie
de metall de tal manera que les dues co-cristal-litzen quan s'evapora el solvent.
Aquesta preparacié és sotmesa a polsos curts de laser en alt buit, el que provoca que
I'absorcié d'energia per part de la matriu, i aquesta, posteriorment, sigui convertida en
energia d'excitacié i en transferencia de H* a la mostra (ionitzacié) donant lloc,
normalment, a espécies monocarregades que son analitzades mitjangant I'analitzador
TOF (temps de vol). Aquest analitzador permet la determinacié de la massa en una
regi6 de buit mitjancant una mesura molt precisa del periode de temps des de
I'acceleracié dels ions en la font, fins que impacten amb el detector.

L'espectrometria de masses de ionitzacio laser amb matriu ha demostrat ser una de les
tecnigues de ionitzaci6 més potents per a l'analisi espectrométrica de masses

d'aminoacids, péeptids i proteines, carbohidrats, acids nucleics i farmacs.*

En l'estudi que es realitzara s'utilitzara concretament la técnica MALDI-IMS (MALDI
Imaging), l'espectrometria de masses d'imatges MALDI és I'Us de la ionitzaci6 de
desorcié laser assistida per matrius com una tecnica d'imatges d'espectrometria de
masses en que la mostra, sovint una seccié del teixit prim, es mou en dues dimensions

mentre se’n registra l'espectre de masses.

L’avantatge més important que ens mostra aquesta técnica és la capacitat de mesurar
la distribucio d'una gran quantitat d'analits alhora sense destruir la mostra, aquest fet la

converteixen en un métode util en I'estudi de teixits.

1 Hoffmann, E. i Stroobant, V. (2007) Mass Spectrometry, Principles and Applications (3a ed.) England:
Wiley Editorial.
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A continuacié es mostra un instrument MALDI-TOF i es detallen les seves parts més

importants:
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Figura 1. Equip MALDI

L'espectrometre de masses produeix, separa i detecta ions en fase gasosa. Els
elements principals que formen un espectrometre de masses son tres: una font de
ionitzacid, un analitzador de masses i un detector. Els tres elements es mantenen en
una atmosfera de buit.

A la figura 1 s'esquematitzen els components d'un espectrometre de masses.

A continuacio es detallen cada part de I'instrument:

1.1. Font de ionitzacio

La font de ions és I'element de I'espectrometre que ionitza la mostra que s’analitzara (el

analit).
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El resultat d'aplicar una font de ionitzacié sobre una molécula és la formacié de ions,
generats per excés o perdua d'electrons, de manera que aquestes molécules estaran

carregades electricament.

En el cas del MALDI, la mostra és continguda en una matriu organica, la qual
cristal-litza en contacte amb l'aire. Aquesta barreja es diposita en una targeta d'un
material conductiu i és irradiada per un laser. L'energia del laser causa una
desestructuracio de la matriu cristal-litzada generant un navol de particules. Els ions
d'aquest nlvol s'extreuen en ser sotmesos a un camp eléctric, a través del qual aquests
son accelerats a causa de la seva carrega. Els ions obtinguts son dirigits cap a

I'analitzador de masses i, posteriorment, al detector.

1.1.1. Laser

Les tecniqgues de MALDI solen emprar I'Us de lasers UV com ara lasers de nitrogen

(337nm) i lasers Nd: YAG triplicats i quadruplicats (355nm i 266nm, respectivament).

El laser es dispara als cristalls de la matriu. La matriu absorbeix I'energia del laser i la
matriu és ionitzada (per addicié d'un protd). La matriu transfereix protons a les
molécules d’analit, carregant-lo. La desorcid/ionitzacio amb el MALDI es porta a terme

al buit on els ions solen produir-se a 10mTorr o0 menys.

1.2. Analitzador de masses

Es tracta del component principal de I'espectrometre. Tot i existir diferents analitzadors,
el més utilitzat en les aplicacions de I'espectrometria de masses dins el camp de la
microbiologia és I'analitzador de tipus TOF degut al seu ampli rang de masses.

L'estructura delimita una zona de vol a través de la qual els ions sén accelerats
adquirint una elevada energia cinetica, i durant aquest trajecte es separaran segons la
seva ratio massa/carrega (m/z). La major part de ions generats tenen una sola carrega
(z=1), de manera que la ratio m/z equival a m. El periode de temps que triga cada i6 a
arribar fins al detector és denominat temps de vol i depen d'aquesta ratio, €s per aixo
gue sabent el temps de vol de cadascun dels ions podem relacionar-los amb la seva

estructura 0 massa.
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1.3. Detector

Al final de la zona de vol dels ions impacten en el detector. A partir de la informacio
recollida pel detector, es genera I'espectre de masses en el qual es mostra la massa
dels diferents ions de la mostra calculada a partir del temps de vol. A l'eix de les
ordenades a I'espectre de masses es representen els valors de la ratio m/z, mentre que
en l'eix de les abscisses es representa la intensitat, és a dir, el nombre de ions d'una

determinada ratio m/z que ha impactat contra el detector.

En el cas del MALDI-TOF, com s'ha comentat amb anterioritat, la ratio m/z sol ser
equivalent a la massa molecular (m) de l'analit, de manera que en l'espectre tipic de
MALDI-TOF s'observa un només pic predominant, corresponent a aquesta massa. En
el cas de I'ESI-TOF (un altre tipus de ionitzacié), en l'espectre generat es veuen
representats tots els ions generats a partir de I'analit en les seves diferents intensitats,

de manera que s'observen mdltiples pics.

©
©
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Flight |l
il Deteccié m/z
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ULMMIIH L
I}
fiod
17}
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o
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de iones

Figura 2. Diferéncia d'espectres entre MALDI-TOF
i ESI-TOF.
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1.4. Construcci6 de la imatge
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Les imatges es construeixen tragant la intensitat dels ions front de la posici6 relativa de

les dades de la mostra. La resolucié espacial afecta molt a la informacié molecular
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Figura 4. Principi d'espectrometria de masses d'imatges MALDI. Dalt a la dreta: Una seccio de teixits
convencionals esta recoberta amb una matriu, que permet I'extraccié de molécules del teixit. Després, la
mostra s’introdueix al MALDI en el qual obtenim un espectres de masses, mentre que el laser UV només
afecta els cristalls de la matriu sense afectar la secci6 del teixit. Posteriorment al mesurament de MALDI,
es realitza una tincié histologica, permetent aixi una analisi dirigida per histologia dels espectres de
masses. Amb l'espectre, els pics caracteristics dels diferents components, i la imatge del teixit tenyit

podem reconstruir i veure on es localitzen les compostos trobats en el nostre teixit damunt de la imatge.

1.5. Matrius
El paper de la matriu és fonamental per als processos electroquimics que es
produeixen. Generalment es tracta de substancies organiques que absorbeixen
I'energia del laser. Algunes de les matrius més utilitzades soén I'acid a-ciano-4-hidroxi-

trans cinamic, I'acid 2,5-dihidrobenzoico, o I'acid sinapinic.
Existeixen diferents métodes d’aplicacio de la matriu a la mostra a estudiar:

a. La matriu seca es pot sublimar al teixit a buit.

11
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b. La matriu es pot dissoldre en un dissolvent. Aixo es fa sovint amb una solucié
mixta d'aigua altament purificada i un dissolvent organic, com l'acetonitril/acid

trifluoroacetic. | després aquesta solucio es polvoritza damunt del teixit.

A I'hora de triar la matriu, es busquen unes caracteristiques determinades d’aquesta

per tal de facilitar I'estudi:

- Es busca una matriu amb pes molecular baix, que garanteixi una facil
evaporacid, perd encara prou gran que no s'evapori durant la preparacié de la
mostra i que sigui estable al buit.

- Ha de tenir una forta absorci6 optica tant en el radi ultraviolat com en l'infraroig,
per tal d'absorbir rapidament i de forma eficient la irradiacié laser.

- Normalment, la matriu conté un cromofor, que és una util ajuda visual.

Triarem la matriu més adequada per l'espectrometria de masses MALDI-Imaging
depenen del tipus de compost que s’analitzi. La majoria de les matrius son acides i sén
excel-lents donadores de protons, que condueixen la ionitzacid del seu analit.
Tanmateix, per a mostres sensibles a l'acid, també hi ha algunes matrius basiques que
s’utilitzen. També hi ha altres matrius que contenen compostos similars a naftalina, que

poden servir com a receptor d'electrons.

A continuaci6, es mostren algunes matrius d'us comu, amb les seves aplicacions:

12
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Taula 1.Descripcié de matrius tipiques en estudis de MALDI

Matriu

Aplicacio

1,5-diaminonaftalé

NH,

st

- S'utilitza per a imatges dalta
resolucio espacial de lipids.
- Funciona bé tant per a modes ionics

positius com negatius.

Acid 3,5-dimetoxi-

- Deteccio de molécules d'alt pes com
a proteines que superen els 5000

O
H5;CO AN OH
4-hidroxicinamic daltons.
(Acid sinapinic) HO - S'utilitza principalment en mode de
OCHs ions positiu.
Lo _ - Deteccio de molécules de pes mitja
Acid a-ciano-4- o) s otid
com peptids.
hidroxicinamic
N OH - Sutilitza principalment en mode
(CHCA) CN y
HO positiu.
- Deteccié de molécules de pes baix
Acid 2.5- 0 com péptids, nucleotids,
dihidro’xibenzoic HO oH oligonucledtids i oligosacarids, que
(DHB) no ionitzen bé amb CHCA o SA.
OH - Més apropiat per a l'analisi de
manera positiva de ions.

NH, - Deteccio de molécules de baix pes
9-aminoacridina com els lipids i els metabolits.
(9-AA) N - Més apropiat per a I'analisi del mode

% de ions negatius.

N g
o O
Acid 3- N
hidroxipicolinic | =3 OH - Detecci6 d'oligonucledtids.

(HPA) P
OH
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2. OBJECTIUS

El principal objectiu sera 'optimitzacio de la preparacio i us de diferents tipus de matriu,
com lacid 2,5-dihidroxibenzoic (DHB), rlacid sinapinic (SA), l'acid a-ciano-4-
hidroxicinamic (CHCA) i la 9-aminoacridina (9-AA). Es provara I'is de les matrius amb
'equip de polvoritzat automatic, seguit per la deteccio i identificacié de diverses families
de lipids en diversos tipus teixits d’interés bioldgic, per permetre la realitzacié d’analisi

de rutina amb resultats de qualitat.

Aquest projecte s’emmarca doncs, en la innovacié de les fases de preparacié de les
mostres de teixit per a ser analitzades per MALDI-IMS, amb la comparacié dels
resultats obtinguts amb les técniques classiques d’esprai automatic, centrant-nos en la
visualitzacio de la distribucié de lipids i fent émfasi en I'eleccié de la millor matriu en

funcié de la familia de compostos lipidics a estudiar.

14
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3. METODOLOGIA

A continuacié s’explica la metodologia que s’emprara de manera general, meés
endavant es detalla cadascun dels passos seguits, segons sigui un patro per calibrar o

la mostra a analitzar.

1. Preparacio del teixit/patrons

2. Preparacio de la matriu.

La matriu ha d'absorbir a la longitud d'ona del laser i ionitzar I'analit. La seleccio
de matrius i el sistema de dissolvents es basen molt en la classe analitica
desitjada en imatges. L'analit ha de ser soluble en el dissolvent per a barrejar i
ser capac de recristal-litzar-se per la matriu. La matriu ha de tenir un recobriment
homogeni per tal d'augmentar la sensibilitat, la intensitat i la reproductibilitat
entre dispars del laser.

La técnica que s'utilitzara és la fumigacid (o polvoritzacié). La matriu es
polvoritza, en petites gotes, a la superficie de la mostra, que es deixa assecar i
es revesteix fins que hi ha prou matriu per analitzar la mostra. La grandaria dels
cristalls depen del sistema de dissolvent que s'utilitza, en el nostre cas

utilitzarem l'instrument ImagePrep (en el cas de tractament de mostra).

Deposicié de la matriu sobre el teixit/patrons.
Introduccio6 de la placa al MALDI.
Realitzacié de I’espectre.
a. Selecci6 de la resoluci6 i de la polaritat del laser.
6. Comprovacio6 dels resultats.
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3.1. Calibratge amb patrons

En el present estudi, primer de tot es realitza un calibratge per a la detecci6 de lipids,

tant en mode positiu com en negatiu.

Per a realitzar-la, es seleccionen es llisten uns estandards, que depenent de la seva

visualitzacioé en aquesta técnica es seleccionaran o no a I'hora de calibrar I'instrument.

Taula 2. [M+H]* calculat amb el software Isotope Distribution Calculator.

Estandard Formula molecular [M+H]* (m/2)
PO-PG Ca0H78010P 750.5405
PO-DG C37H7105 596.5374
Esfingomielina C41H83N206P 731.6061
S-LPC C26Hs55NO7P 525.3789
PP-PC Ca0Hs1NOsP 735.5773
PP-PE C37H7sNOsP 693.5303
PP-PG CssH76010P 724.5249
PP-PS CssH75sNO10P 737.5201
SS-PC Ca4HsoNOsP 791.6399
P-LPE C21HasNO7P 455.3006
SS-DG C39H7705 626.5844
S-MG C21H4304 360.3234
LL-DG C39He905 618.5218
POL-TG Cs5H10206 858.7676
Acid taurocolic C26H4sNO7S 516.2989
Matrius

DHB (acid 2,5-dihidroxibenzoic) C7HsO4 155.0339
Quercetina C15H1007 303.0499
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Abreviatures:
PG: fosfatidilglicerol DG: diglicérid
PC: fosfatidilcolina TG: triglicérid

LPC: lys-fosfatidilcoli - .
C: lys-fosfatidilcolina Acids dels quals deriven:

P (acid palmitic): 16:0
O (acid oleic):18:1

S (acid estearic): 18:0
L (acid linoleic): 18:2

PE: fosfatidiletanolamina
LPE: lys- fosfatidiletanolamina
PS: fosfatidilserina

MG: monoglicerid

A continuacié s’exposa el procediment que s'utilitza per a realitzar el calibratge de
l'instrument. L’objectiu és seleccionar un grup dels estandards mostrats a la taula 2 per

a calibrar.
1. Preparacio dels patrons

Deposicié d’1uL per duplicat de cada un dels estandards en una placa MALDI.
2. Preparacio de la matriu.

Un cop sec, el microlitre de patré que s’ha dipositat als pous de la placa, s’afegeix 1uL

de la matriu seleccionada.
Es va realitzar el seguit de proves que es detallen per tal d’escollir la matriu:

Es va provar de polvoritzar amb la matriu DHB, tan en medi acid com en basic. Es va
observar que era una matriu Gtil per aquesta tecnica ja que la majoria de patrons
s’observaven a I'espectre, perd unicament en medi acid, ja que en medi basic, no es
podien observar la majoria. En medi basic només observavem el palmitoiletanolamida,
I'acid taurocolic i PO PG.

Les mateixes proves es van realitzar amb un altre matriu, la Quercetina.

Les primeres proves amb quercetina es van realitzar en medi acid. Es va veure que en
aguestes condicions aquesta matriu precipitava i no es solubilitzava, €s per aixo que es
van buscar altres referéncies bibliografiques on utilitzessin aquesta matriu en estudis

MALDI. Es van realitzar les proves, doncs, en condicions basiques. En aquestes
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condicions es va observar que podiem visualitzar la majoria dels estandards utilitzats i

gue no precipitava.

Aquests estudis (tant amb el DHB com amb la Quercetina) es van realitzar en dues

polaritats diferents: positiu i negatiu.

Obtenim millors resultats amb la polaritzacié positiva. En mode negatiu, no
s’observaven la majoria del patrons. Es per aix0 que es procedeix a calibrar Unicament

en positiu.

Tot i que els estudis amb la Quercetina van ser positius, es va utilitzar el DHB per

calibrar.
3. Deposicio de la matriu sobre el teixit/patrons.
En el cas del calibratge, la deposicio de la matriu es feia manual.

4. Introducci6 de la placa al MALDI.
5. Realitzacié de I'’espectre.

6. Comprovacio6 dels resultats.

S’ha observat cadascun d’ells per tal de veure quins podiem seleccionar per un millor

calibratge.

S’han seleccionat els estandards que es mostren a continuacid, degut a la seva bona

visualitzacio i ionitzacié a I'instrument amb polaritzacié positiva:

- Quercetina - PP-PE

- S-LPC - PP-PC
- Acid Taurocolic - POL-TG
- SS-DG
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Figura 5. Espectre del compost S-LPC, massa teorica: 525.3789 m/z.
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Figura 6. Espectre del compost PP-PE, massa teorica: 693.5303 m/z.

19

Aina Llorach Rodriguez



Estudi de lipids en teixit mitiangant MALDI Imaging i la seva aplicacié a 'ambit Forense

Intens. [a.u]

5000

4000+

30004

2000

1000+

PP-PC

734472

756.462

300

T
400 500

T
600

T
700

T
800 900

miz
Figura 7. Espectre del compost PP-PC, massa teorica: 735.5773 m/z.
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Figura 8.Espectre del compost POL-TG, massa teorica: 858.7676 m/z.
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Figura 10.Espectre del compost Acid taurocolic, massa teorica: 516.2989 m/z.
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A continuacié s’ha realitzat una mescla d’aquests estandards seleccionats per tal de
poder calibrar.

x104

Intens. [a.u]

»
f

Mix cal-libracié

o 1 I.I il i i ) L. . | bl k

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

miz

Figura 11. Mix dels lipids seleccionats per tal de calibrar l'instrument.

L’espectre resultant que s’obté en el mix és el que es mostra a la Figura 11. Amb
aquest s’ha pogut calibrar. Els pics que apareixen son els corresponents als seguents

compostos en la ionitzacié corresponent:

Quercetina [M+H*] = 303.04990
m/z

S-LPC [M+H*] =524.37110 m/z
S-LPC [M+Na*] = 546.35300 m/z
Acid Taurocolic [M+2Na'] =
560.26280 m/z

SS-DG [M+Na'] = 647.55850 m/z
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PP-PE [M+Na'] = 714.50440 m/z
PP-PC [M+H*] = 734.56940 m/z
PP-PC [M+Na*] = 756.55140 m/z
POL-TG [M+Na'] = 879.74120
m/z

S-LPC [2M+H*] = 1047.7349 m/z
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Fixant els valors mostrats, s’ha pogut obtenir un bon calibratge de l'instrument en

polaritzacio positiva. Aleshores ja es pot procedir a 'estudi de les mostres.

Es calibrara cada vegada abans d’'un estudi d’'una mostra per tal d’evitar qualsevol

desviacioé de l'instrument.

3.2. Preparaci6 de mostres

La preparacié de la mostra €s un pas critic en I'espectroscopia d'imatges. Molts articles
prenen lamines de teixits prims muntats en dispositius de microscopi conductor i
apliquen una matriu MALDI adequada al teixit, ja sigui manualment o automaticament.
A continuacié, la placa preparada s'insereix en un espectrometre de masses MALDI.
L'espectrometre de masses registra la distribucié espacial d'especies moleculars, com

ara peptids, proteines o molecules petites.

Posteriorment, s’'usa un programari de processament d'imatges adequat per importar
dades de l'espectrometre de masses per permetre la visualitzacio i la comparacié amb

la imatge optica de la mostra.

En aquest estudi, el teixit s'incrusta per mitja d’'una gelatina que suporta el teixit mentre
s'esta tallant, alhora que redueix la contaminacid que s'observa en les técniques
optimes de temperatura de tal. El gruix de la seccié de teixit muntat varia depenent del
teixit, en el nostre cas es tallen seccions d’entre 10 i 12 micres.

Es realitza I'estudi directament al teixit, és a dir que es polvoritza amb la matriu
seleccionada (DHB en medi acid) i es realitza I'estudi MALDI-IMS per tal de veure quins

lipids estan presents al cervell i a on es localitzen o quina és la seva distribucio.

Aquest estudi es va realitzar amb dues diferents distancies entre dispar i dispar per tal
de veure quina era la millor opcié. Es va realitzar un estudi utilitzant 200um entre dispar

i dispar del laser i un altre estudi amb 50um.

A continuacié es mostra la distribucié de dos dels lipids més importants i abundants al

cervell tant en I'estudi a 100 pum com a 50 pm.
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Les fosfatidilcolines (PC) sén una classe de fosfolipids que incorporen la colina com a
grup de cap. S6n un component important de les membranes biologiques i es poden
obtenir facilment a partir d'una varietat de fonts facilment disponibles, com el rovell d'ou

0 la soja, a partir de la qual s'extreuen mecanicament o quimicament amb hexa.

PC (18:0/18:1):

o o]
/\/\/\/\/\/\/\/\)L :
° DFF‘HD“«/"‘“ -
/\/V\/\;/\/\/\/\H/D H o I ™
(8]

Figura 12. Estructura quimica de PC (18:0/18:1).

PC (18:0/18:1) > 826.5 m/z

100um vs  50pum

Figura 13.Espectre del mateix compost en cervell a diferents resolucions (Nota: no és el mateix tall de
cervell).
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PC (16:0/16:0):
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0N 0 P0

Figura 14.Estructura quimica de PC (16:0/16:0).

PC (16:0/16:0) > 772.5 m/z

100pm VS 50um

Figura 15. Espectre del mateix compost en cervell a diferents resolucions (Nota: no és el mateix tall de cervell).
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4. DISCUSIO

Els estudis realitzats amb DHB ens van permetre obtenir el resultat d’'una millor
resolucié quan realitzavem els dispars cada 50um. Tal i com podem observar en les
figures 6 i 8, l'espectre a 50um d’'un mateix compost, s’observa amb una millor

resolucid; és per aixo que es fa agquesta tria.

Aquestes proves van ser Utils per a realitzar posteriorment I'estudi directe al teixit amb
MALDI-IMS. En aquest cas es va realitzar I'estudi amb una distancia entre dispar i

dispar de 50um.

En resum, els estudis realitzats:

Per avaluar si el fet de
conservar-lo ja tallat 4
afecta als resulats

Talls cervell congelats Talls cervell nous Talls fetge fresc
(no quedava cervell)

1: 1: 1:

- Matriu: DHB - Matriu: DHB - Matriu: quercetin

- Metode ImagePrep: Default - Meétode ImagePrep: Default - Métode ImagePrep: Default

- Distancia entre dispars: 100 pym - Distancia entre dispars: 100 pm - Distancia entre dispars: 50 pm
2: 2: 2:

- Matriu: DHB - Matriu: DHB - Matriu: DHB

- Meétode ImagePrep: Default - Metode ImagePrep: Default - Meétode ImagePrep: Default

- Distancia entre dispars: 50 pm - Distancia entre dispars: 50 ym - Distancia entre dispars: 100 pm

Figura 16. Taula resum de les proves realitzades.

Amb aquestes proves es va poder demostrar que no s’observen diferéncies

significatives entre el cervell congelat i fresc.

Amb la realitzacio de les proves esmentades es pot concloure que utilitzant DHB com a
matriu, s’obté una millor solubilitzacio i cristal-litzacié en totes les condicions de medi. |
pel que fa a la ionitzacid, s’obtenen millors resultats en el cas del medi acid i amb

polaritat positiva.
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En les proves realitzades amb Quercetina com a matriu s’observava la precipitacio en
medi acid. En canvi, en medi basic si que obteniem una solubilitzacié efectiva. Pel que
fa a la ionitzacio, amb aquesta matriu s’obtenen resultats similars que amb el DHB i
concretament s’observen millors resultats per acids biliars pero pitjors en fosfolipids, si

comparem amb la matriu de DHB.

En un principi es volien fer proves amb altres matrius com son l'acid sinapinic (SA),
I'acid a-ciano-4-hidroxicinamic (CHCA) o la 9-aminoacridina (9-AA), aguestes proves no
han sigut possibles ja que a tres setmanes d’acabar I'estudi es va espatllar I'instrument;

€s per aix0, que unicament s’han estudiat les matrius: DHB i Quercetina.
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5. APLICACIO AL CAMP FORENSE

La técnica MALDI ha estat utilitzada en diversos estudis i recerques en I'ambit forense.

Ha estat de gran ajuda en molts estudis que a continuacio es detallen.

En un estudi, es va investigar el genotipat de 66 marcadors genétics bial-lelics en el
cromosoma Y en 205 homes no relacionats de la poblacié oriental xinés per
espectrometria de masses de temps de vol de desorcid/ionitzacioé assistida per matriu
combinada de PCR combinada (MALDI-TOF-MS). Les frequéncies d'al-lel en els loci a
provar es van calcular mitjancant metode de comptatge directe, i la diversitat de gens
(GD) i la diversitat de haplotips (HD) es van calcular mitjangant formules corresponents.
Els haplotips d'aquest sistema van ser provats pel programari Arlequin v3.5.2.2 i es va
analitzar la comparacio de la genética poblacional. D’aquest estudi es va provar que la

tecnologia MALDI-TOF-MS és capag d'escriure marcadors genétics bial-lélics.?

Un altre estudi en el que ha estat de gran utilitat el MALDI és en la valoraci6 de l'interval
postmortem (PMI). Aquesta és una tasca complicada en la medicina forense,

especialment durant 'homicidi i les investigacions de la mort sense descans.

Molts indicadors biologics, quimics i fisics es poden utilitzar per determinar l'interval de
postmortem, pero la majoria no sén exactes. En I'estudi esmentat es presenta una nova
matriu de desorcié per laser en espectrometria de masses de temps de vol (MALDI-
TOF MS) metode que es pot utilitzar per a l'estimaci6 de PMI utilitzant imatges
moleculars i analisis multivariants. En aquest estudi, es demostra que tant els teixits
hepatics de rata i humans de diferents PMI (0, 2, 4 i 6 dies) es poden discriminar
utilitzant MALDI imaging i analisi per components principals (PCA). Mitjancant
l'algoritme genétic (GA), la xarxa neuronal supervisada (SNN) i els metodes de
classificacié rapida (QC), s’han construit 6 models de classificacid, que presentaven

una alta capacitat de reconeixement i bona validacid. Els canvis histologics en totes les

2 song, Y., Li, L., Zhang, L., Zhu, R., Liu, Y. i Lin. Y. (2017). Sixty-six Biallelic Genetic Markers on Y chromosome by MALDI-TOF-
MS Fa Yi Xue Za Zhi (8), 58-69.
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mostres en diferents punts de temps també van ser coherents amb els canvis observats

en la imatge de MALDI.

El treball esmentat suggereix que MALDI-TOF MS, juntament amb I'analisi multivariant,
es pot utilitzar per determinar PMIs intermedisS.

Altres avengos en aquest camp amb aquesta tecnica ha estat l'analisi del cabell
segmental. Aquest ofereix un periode més llarg per a la deteccio retrospectiva de

farmacs que la sang o l'orina.

El pel és una fibra queratina i és fortament hidrofob. La incorporacié de farmacs en
cabells hidrofobics a baixes concentracions dificulta l'extraccio i la detecci6 amb
desorcid/ionitzacié laser assistida per matrius (MALDI), juntament amb imatges
d'espectrometria de masses (IMS). En aquest estudi que s’esmenta, es va tallar
longitudinalment un pél del cuir cabellut amb una secci6 criostatica fins a una longitud
de 4 mm i es va fixar en una placa MALDI d'acer inoxidable. La matriu umbelliferone es
va utilitzar com una nova matriu hidrofobica per enriquir i ajudar a l'eficiencia de

ionitzacié de la metamfetamina a la mostra de cabell.

X

HO O O

Figura 17. Estructura quimica de la matriu
umbelliferone.

Usant MALDI-IMS, la distribucié de metamfetamina es va observar a través de cinc

mostres de cabell seccionades longitudinalment d'un abds de drogues.

Els canvis de metamfetamina també es van semi-quantificar comparant les ratios de

metamfetamina / estandard intern.

3 Chengzhi, L., Zhengdong L., Ya Tuo, Dong, M., Yan Shi, Quinghua Z., Xianyi, Z., Kaifei, D., Yijiu C., Zhenyuan W. i Huang, P.,
(2017). MALDI-TOF MS as a Novel Tool for the Estimation of Postmortem Interval in Liver Tissue Samples. Natura, (Scientific
Reports), 1-11.
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Aquest métode millora la sensibilitat de deteccid dels farmacs objectiu incrustats en una
matriu de cabell per a la imatge amb espectrometria de masses.

El métode podria proporcionar un nivell de deteccié de metamfetamina fins a un
nanogram per mil-limetre incorporat al cabell. Els resultats també es van comparar amb
el cromatograf liquid dalt rendiment convencional, I'espectrometria de masses
modernes (HPLC-MS / MS).

+4
N\

Figura 18. Estructura quimica de la

metamfetamina.
Els canvis en els resultats de la imatge al llarg del temps mitjangant el métode Imaging
van mostrar una bona correlacié semiquantitativa als resultats del métode HPLC-
MS/MS.

Aquest estudi proporciona una potent eina per al control del abus de drogues i I'analisi
de la medicina forense en un marc de temps estreta i una reduccié de la quantitat

necessaria.*

Pel que fa al mén de les empremtes dactilars, també han estat diversos estudis els que

s’han resolt amb I'ajuda d’aquesta técnica.

Les marques posteriors es deriven d'una transferéncia de material des de la punta dels
dits a una superficie després del contacte. Tradicionalment, les marques finals
s'utilitzen per a la identificacié biometrica de les persones en funcio de la concordanca
del patro de les crestes. No obstant aixo0, en els darrers anys, s'ha experimentat un fort

increment en I's de técnigues analitiques avancades per obtenir informacio addicional,

4 Wang, H., Wang, Y., (2017). Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometric imaging for the rapid segmental
analysis of methamphetamine in a single hair using umbelliferone as a matrix. ElSevier, (3), 78-83

30



Estudi de lipids en teixit mitiangcant MALDI Imaging i la seva aplicacié a 'ambit Forense Aina Llorach Rodriguez

concretament la composicié quimica del residu. La comprensié de la complexitat del
contingut endogen i exogens de les marques posteriors podria ser extremadament (til
per permetre un desenvolupament ulterior de les tecniques de millora utilitzades
actualment en els escenaris forenses mitjancant la identificacio de possibles molécules
diana. Aquesta informacié quimica també podria proporcionar una valuosa informacié
sobre l'estil de vida d'un individu, incloent-hi les seves activitats abans de dipositar una
marca. Una eina d'analisi que ha guanyat popularitat en aquesta nova area de recerca

és la técnica esmentada, MALDI-IMS.

Aquesta técnica pot ser utilitzada per a I'elaboracié de perfils quimics rapids o la imatge
de les marques vermelles per detectar les especies quimiques contingudes en el

residu, i aquest Ultim també permet la reconstruccio fisica de les crestes de l'aleta fixa.®

5 Bradshaw, R. (2017) MALDI Mass Spectrometry Profiling and Imaging Applied to the Analysis of Latent Fingermarks. SAGE
Journals (24), 176-183
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6. CONCLUSIONS

MALDI-IMS implica la visualitzacié de la distribucio espacial de proteines, péptids, lipids
i altres molecules petites dins de lamines fines de teixits, com ara animals o plantes.
L'aplicacié d'aquesta tecnica als estudis biologics ha augmentat significativament des
de la seva introducci6. MALDI-IMS proporciona importants contribucions per a la
comprensié de les malalties, la millora del diagnostic i el subministrament de farmacs.
Els estudis significatius sén de I'ull, la investigacio sobre el cancer, la distribucié de
farmacs i la neurociéncia, entre d’altres. MALDI-IMS ha estat capac¢ de diferenciar entre
els farmacs i els metabolits i proporcionar informacio histologica en investigacions
sobre el cancer, la qual cosa la converteix en una eina amb futur per a la recerca de

nous biomarcadors de proteines.

L'espectrometria de masses d'imatges MALDI ha entrat en el camp de la investigacio
basada en teixits aportant avantatges unics per analitzar-los en detall. Un ampli
espectre d'analits que van des de proteines, péptids, modificacié de proteines sobre
molécules petites, farmacs i els seus metabdlits, aixi com components farmaceéutics,
metabolits cel-lulars endogens, lipids i altres analits, son accessibles per aquesta

técnica in situ en el teixit.

D'aquesta manera, el gran avantatge de MALDI Imaging és la correlacié d'informacio
molecular mantenint la informacié de localitzacié espacial dels analits després de la
mesura espectromeétrica de masses. Aquest métode permet l'analisi multiple de

centenars de milers de molécules en la mateixa secci6 de teixits simultaniament.

En aquest estudi, s’ha pogut comprovar la visualitzacié de diferents estandards lipidics
en dues de les matrius que es proposaven estudiar. Tant amb DHB (medi acid), com en

Quercetina (medi basic) es pot utilitzar la técnica utilitzada.

La recerca de diferents estudis en I'ambit forense en els que s’ha necessitat d’aquesta
tecnica, han mostrat i comprovat que é€s una tecnica util per tal de visualitzar la

distribucié de compostos i posteriorment poder aprofundir i utilitzar diferents tecniques.
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